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1. Introducció 
1.1. Accés a l’aigua potable 
La importància de l’aigua per a la vida està recollida al Dret Universal a l’Aigua i el Sanejament 
que demana per tothom “aigua suficient, segura, a més d’accessible física i econòmicament” 
(United Nations, 2010). Tot i així, a l’últim informe del Join Monitoring Program for Water 
Supply and Sanitation (JWPWS) estima que a finals de 2014 hi havia més de 663 milions de 
persones que no disposaven d’accés a fonts d’aigua millorades, més de la meitat d’aquestes 
vivien al continent africà (Figura 1) (WHO and UNICEF, 2015).  
 
Figura 1. Proporció de població amb accés a fonts d'aigua protegides el 2015 (WHO and UNICEF, 2015) 
L’aigua potable és aquella que reuneix les característiques fisicoquímiques i microbiològiques 
que la fan apta per al consum humà. Tot i que el terme font d’aigua millorada (“improved 
water source”) és el que s’utilitza com indicador de la disponibilitat d’aigua de beguda, aquest 
no implica que sigui una font d’aigua potable, ja que no inclou paràmetres de qualitat 
microbiològica d’aigua (Shaheed et al., 2014). Una metanàlisi recent conclou que el JMPWS 
estaria, per tant, subestimant el nombre de persones que no disposen d’aigua segura (Bain et 
al., 2014b). Els sistemes d'abastiment d'aigua potable, tractada en plantes de potabilització, 
són generalitzats en països d'alta renta d'Europa, Amèrica i Asia amb un 99.5% de població 
urbana amb accés a aigua potable canalitzada, mentre que en països de baixa renta l'accés a 
aquestes fonts és inferior al 15% (Bain et al., 2014a). 
Aquestes mancances d’accés, per part de la població de països de baixa renta, són degudes 
principalment a la baixa cobertura d’estructures bàsiques que responguin a necessitats de 
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primer ordre (agua, alimentació, salut primària, escolarització, etc...) que generen grans 
desigualtats en la població del planeta. 
1.2. Aigua i Sanejament en contexts de crisis humanitàries 
A més, un recurrent agreujant són les crisis humanitàries que esdevenen després d’un desastre 
natural o un desplaçament massiu de població per conflicte bèl·lic en zones ja de per si, 
vulnerables. El nombre de persones afectades per crisis humanitàries s’ha gairebé doblat en la 
darrera dècada. A l’inici del 2015, segons Nacions Unides, 57.5 milions de persones de 22 
països necessitaven rebre assistència humanitària a causa de conflictes, desastres naturals o 
fragilitat social i/o econòmica (UNOCHA, 2015).   
El nombre de refugiats i desplaçats a mitjans del 2015 superava els 15 milions, la xifra més alta 
dels darrers 20 anys, incrementada un 45% en els últims tres anys a causa del conflicte sirià.  
Els refugiats sota la protecció de l'Alt Comissionat de Nacions Unides pel Refugiat (ACNUR) 
estan repartits per tot el món, amb el número més gran a l’Àfrica subsahariana (4.1 milions), 
seguida d'Àsia i el Pacífic (3.8 milions), Europa (3.5 milions), l'Orient Mitjà i el Nord d'Àfrica (3 
milions) i les Amèriques (753000) . Els camps de refugiats tenen condicions molt variables 
segons les condicions de seguretat i la facilitat d’accés a la zona on s’estableixen. Existeixen 
camps ben establerts, centres de refugi improvisats o refugiats vivint a la intempèrie (UNHCR, 
2015a). 
Els camps de refugiats són, per la seva naturalesa transitòria un constant flux i reflux de les 
persones en moviment. En primer lloc, l'afluència de refugiats que fugen durant l'inici d'una 
crisi arriba als campaments. I després hi ha les arribades posteriors de les persones que han 
aconseguit quedar-se una mica més en els seus punts d'origen. Aquests moviments constants 
fan que els camps de refugiats el perfecte brou de cultiu per a les malalties infeccioses 
importades. A més, sovint l’alta densitat de persones en els camps augmenta el risc de 
transmissió de malalties de transmissió fecal-oral per la inapropiada gestió dels residus fecals 
(Aghababian and Teuscher, 1992).  
L’aigua, el sanejament i la higiene, "Water Sanitation and Hygiene" (WASH) són critiques per la 
supervivència als estadis inicials d’una emergència, ja que la població (especialment els nens) 
són més susceptibles a les malalties que normalment són causades per la manca de 
sanejament, fonts d’aigua inadequades i poca higiene. A més, sumats a l'impacte de les 
infeccions directament transmeses per l’aigua, s’han de tenir en compte els efectes col·laterals 
de la diarrea, que redueix la ingesta d’aliment i l’absorció de nutrients incrementant així el risc 
de malnutrició (Guerrant et al., 2012).   
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1.3.  Contaminació fecal de l’aigua de beguda 
S’estima que l’aigua de beguda no segura causa 502000 morts per diarrea a l’any, 
majoritàriament a la població infantil (Prüss-Ustün et al., 2014). Les fonts de contaminació de 
l'aigua de beguda poden ser diverses. En regions de baix nivell de sanejament, la principal font 
de contaminació de l'aigua als pous és la matèria fecal provinent de latrines a poca distància 
de la font d'aigua de consum (per filtració) i l'escorrentia superficial de residus, que arriben  als 
pous a causa de la degradació de les estructures de protecció (Figura 2). Al risc de 
contaminació de la font d’aigua hem de sumar-hi el risc de contaminació durant el transport 
des del punt de recollida al domicili, on diversos estudis han observat una degradació 
important deguda majoritàriament al tipus de recipients emprats per la recollida i 
l’emmagatzematge (Wright et al., 2004) 
 
Figura 2. Vies de contaminació de l’aigua subterrània 
Les malalties d'origen hídric es poden transmetre als humans per l'aigua i els aliments, el 
contacte amb mans o altres vectors i per inhalació d'aerosols. Tot i que poden causar diferents 
simptomatologies, sent la diarrea la més prevalent. Els agents etiològics de diarrea amb més 
mortalitat acumulada anualment al món són Escherichia coli enteropatogènica (EPEC), 
Escherichia coli enterotoxigènica (ETEC), Salmonella spp., Shigella spp., Campylobacter spp., 
Vibrio cholerae O1 i O139, Giardia lamblia, Cryptosporidium spp., Entamoeba hystolitica, 
Rotavirus, Calicivirus humans (norovirus genogrup I i II i sapovirus), Astrovirus i Adenovirus 
(Lanata et al., 2013). A més, hi ha altres patògens transmesos per l’aigua causants de febres 
entèriques (Salmonella tiphy i Salmonella paratiphy), poliomielitis (Poliovirus, PV), hepatitis 
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(Virus de l’Hepatitis A (VHA) i Virus de l’Hepatitis E (VHE)) entre altres simptomatologies. A la 
Figura 3 es descriuen els principals microorganismes transmesos per l'aigua i les diferents vies 
de transmissió associades.  
 
Figura 3. Vies de transmissió i patògens relacionats amb l'aigua 
1.4. Principals virus transmesos per aigua i aliments 
S'estima que aproximadament un 80% de les diarrees són causades per virus en països 
industrialitzats (Glass, 2013). Pel que fa als països de baixa renta, un estudi multicèntric recent 
ha estudiat la incidència dels principals agents etiològics de diarrea en nens a Gàmbia, Mali, 
Moçambic, Kenya, Índia, Bangladesh i Pakistan. Els resultats de l'estudi mostren com els agents 
virals són els que acumulaven més incidència atribuïble en els casos de diarrea moderada i 
severa en menors de 2 anys (Kotloff et al., 2013).  
Tot i que els virus transmesos per aigua són capaços de causar diverses malalties (hepatitis, 
conjuntivitis o infeccions respiratòries) les gastroenteritis agudes són les més prevalents. Els 
virus entèrics són específics d'hoste i no es poden replicar en l'ambient fora del seu hoste. A 
més, es caracteritzen per tenir una dosis infecciosa baixa (<10–103 partícules víriques) (Gibson, 
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2014); llargs períodes d'excreció asimptomàtica (3–4 setmanes) i alta estabilitat en l'ambient 
gràcies a les seves càpsides no embolcallades resistents a canvis de pH (Rzeżutka and Cook, 
2004). Els virus humans associats a la contaminació fecal de l'aigua pertanyen a les famílies 
Adenoviridae, Astroviridae, Calciviridae, Hepeviridae, Parvoviridae, Picornaviridae, 
Poliomaviridae i Reoviridae (Taula 1).  
 
Família Gènere Propietats Malalties associades 
Adenoviridae 
Mastadenovirus 
(Adenovirus humà) 
90–100 nm 
dsDNA 
Conjuntivitis, gastroenteritis, malalties 
respiratòries 
Astroviridae Astrovirus 
28–30 nm 
ssRNA 
Gastroenteritis 
Picornaviridae 
Enterovirus 
24–30 nm 
ssRNA 
Gastroenteritis, malaltia Boca-Mà-Peu, 
encefalitis, meningitis, conjuntivitis 
Hepatovirus (VHA) Hepatitis Aguda 
Kobuvirus 
(Aichivirus) 
Gastroenteritis 
Salivirus Gastroenteritis 
Hepeviridae Orthohepatovirus (VHE) 
25–30 nm 
ssRNA 
Hepatitis Aguda 
Caliciviridae 
Norovirus 
27–38 nm 
ssRNA 
Gastroenteritis 
Sapovirus Gastroenteritis 
Reoviridae Rotavirus 
70–75 nm 
dsRNA 
Gastroenteritis 
Polyomaviridae Poliomavirus 
50-60 nm 
dsDNA 
Nefropaties (BKPyV), 
leucoencepalopatia multifocal 
progressiva (JCPyV), càncer de pell 
(MCPyV) 
Taula 1. Principals famílies de virus transmesos per la via fecal-oral 
 
Els principals virus entèrics objectius d'estudi a la tesi han estat el Virus de l'Hepatitis E (VHE) i 
Adenovirus, també s’han analitzat el Virus de l’Hepatitis A (VHA) i Norovirus. En els següents 
apartats s'introdueixen les característiques principals d'aquests virus. 
  
Introducció 
6 
 
1.4.1. Norovirus 
Els Norovirus són un gènere que pertany a la família Calciviridae, són virus petits de 27-30 nm 
de diàmetre, no embolcallats i simetria icosaèdrica amb un genoma linear d’ARN de cadena 
senzilla amb polaritat positiva de 7,3 i 8,3 kb de llargada. Els Calcivirus es classifiquen en cinc 
gèneres: Norovirus i Sapovirus causants de gastroenteritis en humans, i Lagovirus, Nebovirus i 
Vesivirus són gèneres que afecten animals. El genoma de Norovirus s’organitza en 3 ORFs i es 
caracteritza per tenir a l’extrem 5′ una petita proteïna unida covalentment (Vpg) i un RNA 
subgenòmic a l’extrem 3’. La regió pròxima al 5’ codifica per les proteïnes no estructurals i les 
proteïnes estructurals (VP1 i VP2) es troben pròximes a l’extrem 3’ (Figura 4). Aquest gènere se 
subdivideix en 6 genogrups GI-GVI segons la seqüència de la proteïna estructural VP1. Alhora 
els genogrups I, II i III estan subdividits en 9, 21 i 3 genotips respectivament (Green K. Y, 2013). 
 
Figura 4. Estructura i mapa de l’organització genòmica de la transcripció dels Norovirus (Green K. Y, 
2013) 
Les infeccions per Norovirus esdevenen a tot el món sent comunes en població adulta e 
infantil, presentant una marcada estacionalitat hivernal. Tenen una incubació de 10-51 h, 
seguida d’una gastroenteritis auto limitada de 28-60 h (Glass et al., 2009). Són altament 
contagiosos perquè la seva dosis d’infecció és molt baixa (aproximadament 18 - 1000 
partícules virals) (Teunis et al., 2008). A més, són la segona causa més important de 
gastroenteritis (després de rotavirus) en nens al món amb 20.000 morts/anys associades en 
menors de 5 anys a països de baixa renta (Ahmed et al., 2014). El GII i en particular el GII.4 és 
el genotip més freqüentment detectat en els brots causats per aquest patògena Europa i EUA, 
amb el 81.4% de brots associats a GII i 44.2% al GII.4 (Zheng et al., 2010). 
No existeix cultiu cel·lular susceptible de replicar eficientment els Norovirus, per això la seva 
detecció es realitza principalment a través de mètodes moleculars. Tot i així, s’utilitzen alguns 
Norovirus animals per assajos d’infectivitat, com els Norovirus Murins (MNV) que han mostrat 
ser una bona aproximació a les soques humanes per la seva similaritat en propietats 
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genètiques i d’estabilitat (Wobus et al., 2006). Les qRT-PCR utilitzades en la tesi per la 
quantificació dels genogrups I i II de NoV amplifiquen la regió del genoma que transcriu per la 
proteïna de la càpsida, VP1 (da Silva et al., 2007; Kageyama et al., 2003; Loisy et al., 2005; 
Svraka et al., 2007). 
Els brots causats per Norovirus tenen una ràtio d'atac del 90%, permetent la ràpida 
disseminació de la infecció (Ayukekbong et al., 2015). Les mesures higièniques que engloben la 
desinfecció de l'aigua, aliments i superfícies han mostrat reduir un 84% la transmissió entre 
individus (Heijne et al., 2009). Els Norovirus són molt estables en l’ambient, persistint viables 
en aigua subterrània i superfícies durant més de 60 dies (Mormann et al., 2015; Seitz et al., 
2011). Són altament resistents a pH àcids, no mostrant reduccions significatives després de 
l'exposició a pH 2 durant 30 min, 37 °C (Duizer et al., 2004). Tot i així, sembla presentar 
cinètiques d'inactivació al clor i la radiació ultraviolada similar a altres virus ARN de cadena 
simple (Cromeans et al., 2010; De Roda Husman et al., 2004).  
Estudis han mostrat que la immunitat adquirida per la infecció per Norovirus no es perllonga 
en el temps, a diferència de la immunitat adquirida de per vida després de la infecció pel VHA 
(Karst et al., 2003). Per altra banda, exiteixen persones resistents a la infecció per NoV a causa 
de polimorfismes als gens ABO, FUT2, i FUT3 que codifiquen diverses glucosiltransferases 
responsables d’afegir  molècules de fucosa als antígens determinants en la unió al receptor 
(Ruvoën-Clouet et al., 2013). A més, està progressant el desenvolupament d'una vacuna per 
Norovirus que fins ara ha mostrat bons resultats en els assajos clínics de fase II en humans 
(Pringle et al., 2015).  
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1.4.2. Adenovirus 
Els Adenovirus són una família que infecta gran varietat d’animals: Mastadenovirus, de 
mamífers; Aviadenovirus, d’aus; Atadenovirus, d’ovins, bovins i ànecs; i Siadenovirus de 
granotes i gall d’indi. Les especies que infecten humans són del gènere Mastadenovirus. Són 
virus de doble cadena d’ADN amb genomes d’entre 36 i 38 Kb, amb un diàmetre de 70-100 
nm. Els genomes d'adenovirus humans contenen 5 unitats transcripció primerenca (E1a, E1b, 
E2, E3, i E4), quatre unitats de transcripció intermèdies que apareixen amb l’inici de la 
replicació de l’ADN viral (IX, IVa2, L4 intermedi i E2 tardà), i una unitat de transcripció tardana 
que es processa per generar cinc famílies dels ARNm tardans (L1-L5). En total el seu genoma 
codificarà per 13 proteïnes estructurals i 35 no estructurals. La càpsida no embolcallada 
icosaèdrica està composta principalment de 240 capsòmers homotrímers d’hexó (12 per cada 
una de les 20 cares triangulars de l’icosàedre), 12 pentons capsòmers en cada vèrtex de 
l’icosàedre, i 12 fibres que s’estenen des dels pentons (Figura 8) (Wold and Ison, 2013). 
 
Figura 8. Estructura i mapa de l’organització genòmica de la transcripció dels Adenovirus (Hall et al., 
2010) 
Hi ha fins a 35 genotips distribuïts en 7 espècies que van del adenovirus-A al adenovirus-G 
humà. Causen una gran diversitat de simptomatologies que varien segons el tropisme de cada 
serotip (Taula 4). De les síndromes més importants causats per adenovirus humans (HAdV), les 
malalties respiratòries estan associades principalment als HAdV 3, 5 i 7, les gastroenteritis als 
HAdV 40 i 41 i les conjuntivitis als HAdV 8, 19 i 37, les cistitis hemorràgica aguda als HAdV 11 i 
21 i en pacients immunodeprimits s’han descrit casos de meningoencefalitis associades als 
serotips 7, 12 i 32 (Mena and Gerba, 2009). Alguns adenovirus, a més, estan associats amb 
tumors en ratolins, però aquesta associació mai s'ha fet en l'home. 
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Els adenovirus poden ser cultivats i aïllats utilitzant múltiples línies cel·lulars com són les A549 
(cèl·lules epitelials d'adenocarcinoma pulmonar humà) i Caco-2 (cèl·lules epitelials 
d’adenocarcinoma colorectal humà). La línia cel·lular 293 provinent de ronyó humà ha mostrat 
gran capacitat per replicar els serotips 40 i 41 (Shaw et al., 2002). Per altra banda les tècniques 
moleculars per detectar adenovirus fan servir com a diana la regió del hexó per la seva alta 
conservació entre serotips i per incloure regions variables que permeten la classificació 
posterior (Allard et al., 1994; Jiang, 2006; Pina et al., 1998b) 
Les infeccions per HAdV estan esteses per poblacions de tot el món. S’estima que un 60% de 
les infeccions es produeixen en menors de 4 anys i que el 47-55% d’aquestes infeccions són 
asimptomàtiques (Carter, 2005). Les malalties respiratòries per HAdV són molt prevalents en 
nens amb un 5-10% de les infeccions respiratòries associades a HAdV (Pavia, 2011). Un estudi a 
Asia sobre agents vírics etiològics de diarrea en nens, va concloure que un 4% dels casos 
pediàtrics de diarrea eren causats per HAdV, sent els serotips 40 i 41 els que presentaven més 
prevalença (Subekti et al., 2002). Després d'una infecció primària, es confereix immunitat de 
per vida per al serotip causal específic. Després de la infecció aguda, alguns tipus d’adenovirus 
poden ser excretats en femta durant mesos-anys, i això és probablement responsable de la 
propagació endèmica a altres grups susceptibles a través de la via fecal-oral. Algunes 
infeccions poden persistir en una fase latent en els teixits com ara amígdales, adenoides, 
intestí i el tracte urinari de per vida (Neumann et al., 1987). En conseqüència, HAdV es detecta 
Especies Genotips Tropisme Potencial Oncogènic 
A 12, 18, 31 
Sistema respiratori, Urinari, 
Digestiu 
Alt 
B 
3, 7, 11, 14, 16, 21, 34, 35, 
50, 55 
Sistema Respiratori, Urinari, 
Digestiu, Ocular 
Moderat 
C 1, 2, 5, 6, 57 
Sistema respiratori, Urinari, 
Digestiu 
Baix 
D 
8-10,13, 15, 17, 19, 20, 22-
30, 32, 33, 36-39, 42-49, 51, 
53, 54, 56 
Sistema Digestiu, Ocular 
E 4 Sistema Respiratori, Digestiu 
F 40,41 Sistema Digestiu Desconegut 
G 52 Sistema Digestiu Desconegut 
Taula 4. Característiques de les espècies d'Adenovirus Humans 
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consistentment en aigües residuals de diferents àrees geogràfiques. Això ha portat a suggerir 
que HAdV pot ser apropiat per a la indicació de la contaminació fecal en aigua (Pina et al., 
1998b; Wyn-Jones et al., 2011). 
Pel que fa a la desinfecció i eliminació del virus en l’ambient, els adenovirus són molt 
resistents. Per reduir la càrrega viral significativament, els HAdV necessiten  temperatures de 
85 °C durant almenys 2 hores (reducció de 6.2 logaritmes) (Sauerbrei and Wutzler, 2009). 
D'altra banda, referent als tractaments de desinfecció, els HAdV presenten també alta 
estabilitat. Davant de la desinfecció per clor, calen 30 min a 2.5 mg/L per una reducció de 2.7 
logaritmes (de Abreu Correa et al., 2012; Girones et al., 2014). I davant la radiació UV una 
inactivació de 2 logaritmes calen 1400 J/m2, dosis molts superiors a les establertes per les 
guies de tractament rutinari (Calgua et al., 2014). L’estabilitat dels adenovirus en condicions 
ambientals estressants també afavoreixen el seu ús com a indicador. 
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1.4.3. Virus de l’Hepatitis A (VHA) 
El Virus de l’Hepatitis A (VHA) és l’únic membre del gènere Hepatovirus i està classificat dintre 
de la família Picornaviridae que actualment inclou 29 gèneres. És un virus no embolcallat d’uns 
27 nm de diàmetre, amb cadena senzilla d’ARN de polaritat positiva d’uns 7.5 Kb de llargada. 
Com altres picornavirus el genoma del VHA té una petita proteïna covalentment unida a 
l’extrem 5’, seguida d’un llarg i únic ORF que codifica per una poliprotena d’uns 2227 
aminoàcids, que es processada proteoliticament en pèptids estructurals (P1-2A) i no 
estructurals (2B-C i P3) (Figura 5) (Hollinger and Martin, 2013). 
 
 
Figura 5. Estructura i mapa de l’organització genòmica de la transcripció del Virus de l’Hepatitis A 
(ViralZone, 2016) 
Segons el coneixement actual, hi ha sis genotips de distribució mundial, sent els genotips I, II i 
III els que contenen les soques humanes, entre ells els subgenotips IA i genotip III els més 
prevalents (Vaughan et al., 2014). El VHA és un dels agents infecciosos causants d’hepatitis 
aguda al món més importants. Humans i primats són els reservoris naturals per aquest virus, 
tot i que s’han descrit soques relacionades genotípicament i fenotípicament al VHA (HAV-like) 
en animals no primats (Anthony et al., 2015; Drexler et al., 2015). 
En zones del món on els nivells de sanejaments són baixos, els estudis de prevalença revelen 
que  les infeccions pel VHA apareixen en edats primerenques i que aproximadament el 100% 
de la població infantil adquireix immunitat durant la primera dècada de vida. D’altra banda en 
societats amb sistemes de sanejament més desenvolupats han reduït la seroprevalença en 
persones joves i per tant, en regions on no està sistematitzada la vacunació, hi ha una gran 
part de la població susceptible d’infectar-se si entren en contacte amb el virus (Jacobsen and 
Wiersma, 2010), i s'incrementa la possibilitat que es produeixin casos clínics i complicacions 
que augmentarien amb l’edat. 
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El Virus de l’Hepatitis A presenta una certa estabilitat als tractaments de desinfecció químics 
com el clor, amb el que es requereix una concentració de 0.8 mg/L, 6 min d'exposició per 3 
logaritmes de reducció (Grabow et al., 1983). Pel que fa a tractament tèrmic, el VHA presenta 
més resistència a altes temperatures sobretot si es troba associat a greixos (Bidawid et al., 
2000). En canvi, no ha mostrat diferències de resistència respecte altres virus entèrics al 
tractament amb radiació UV, ja que una radiació de 200 J/m2 seria suficient per eliminar 3 
logaritmes del VHA en suspensió (Battigelli et al., 1993). 
Per prevenir de la infecció causada pel VHA existeix una vacuna del virus inactivat amb VHA 
produït en cultiu cel·lular, purificat, inactivat amb formalina i finalment absorbit a un adjuvant  
d'hidròxid d'alumini. Aquesta vacuna presenta una alta capacitat immunògena que protegeix 
de la infecció i malaltia envers totes les soques del VHA descrites (Martin and Lemon, 2006). La 
disponibilitat d'una vacuna eficient i assequible econòmicament fa pensar en la possible 
eradicació del virus en regions on hi pugui haver una alta cobertura vacunal (Murphy et al., 
2016). 
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1.4.4. Virus de l’Hepatitis E (VHE) 
Els virions de l’hepatitis E tenen una mida de 27 a 32 nanòmetres de diàmetre, una càpsida no 
embolcallada de simetria icosaèdrica i un genoma d’ARN de cadena senzilla amb polaritat 
positiva de 7.2 Kb (Ahmad et al., 2011). El seu genoma està estructurat en tres pautes de 
lectura obertes (ORFs) superposades, ORF1, ORF2 i ORF3. El més llarg, el ORF1 a l'extrem 5’ 
codifica per les proteïnes no-estructurals incloent metiltransferasa, proteasa, helicasa i l’ARN 
polimerasa ARN depenent (RdRp) (Figura 6). A l’extrem 3’ trobem el ORF2 que codifica per les 
proteïnes de la càpsida que participen en l’assemblatge, la unió amb la cèl·lula hoste i és la 
diana d’anticossos neutralitzants. Finalment, el ORF3 que se sobreposa al ORF2 i ORF1 en els 
seus extrems, codifica per una petita proteïna estructural implicada en la sortida del virus de la 
cèl·lula infectada i es troba present en la superfície de les partícules alliberades associada a 
lípids (Koonin et al., 1992; Yamada et al., 2009). 
 
Figura 6. Estructura i mapa de l’organització genòmica de la transcripció del Virus de l’Hepatitis E 
(Khuroo and Khuroo, 2016; Yamashita et al., 2009) 
El cicle de vida del VHE és poc conegut, en gran part per la falta de disponibilitat de mètodes 
de cultiu in vitro eficients. Sabem que les partícules virals es concentren a la superfície dels 
hepatòcits, i a través d’un receptor específic encara no caracteritzat s’internalitzen. Els virus 
llavors alliberen l’ARN genòmic que es tradueix en el citoplasma en proteïnes no estructurals 
(ORF1). L’ARN polimerasa ARN dependent replica l'ARN genòmic generant un ARN de sentit 
negatiu; aquests últims actuen llavors com plantilles per a la síntesi d’ARN subgenòmic de 2.2 
kb, així com la transcripció en sentit positiu de l’ARN genòmic. L'ARN  subgenòmic de sentit 
positiu és traduït en les proteïnes estructurals dels ORF2 i ORF3. Les proteïnes de la càpsida 
empaqueten l'ARN genòmic per crear nous virions que s'alliberen de la cèl·lula a través d'un 
mecanisme no caracteritzat (Chandra et al., 2008). Encara que originalment es considera un 
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virus sense embolcall, estudis recents mostren que el VHE en sang està embolcallat per 
membrana cel·lular del complex endosomal  (Nagashima et al., 2014; Yin et al., 2016). 
En l’actual classificació taxonòmica, el VHE es troba com a membre de la família Hepeviridae 
dins del gènere Orthohepevirus. El gènere té tres espècies que infecten aus (Orthohepevirus 
B), rosegadors, soricomorfs i carnívors (Orthohepevirus C), o ratpenats (Orthohepevirus D) i 
una espècie Orthohepevirus A, que comprenen 7 genotips que infecten als éssers humans 
(VHE 1, 2, 3, 4 i 7), porcs (VHE- 3 i 4), conill (VHE-3), senglar (VHE- 3, 4, 5 i 6), la mangosta 
comuna (VHE-3), cérvols (VHE-3), el iac (VHE-4) i camells (VHE-7) (Smith et al., 2016). 
Dintre de l’espècie del VHE que infecta humans trobem 4 genotips reconeguts amb  distribució 
geogràfica diferenciada (Figura 7). El genotip 1 és el més prevalent i consta de soques africanes 
i asiàtiques principalment. Una de les epidèmies més importants va ser registrada a Xinjiang, 
Xina entre el 1986-88 amb aproximadament 120.000 casos (Aye et al., 1992; Wang et al., 
1991). Més recentment, l’any 2015, un brot de més de 7000 casos s’ha descrit a 
Biratnagar, Nepal (Shrestha et al., 2015). A més, epidèmies causades pel genotip 1 s’han 
notificat a diferents països del continent africà en camps de refugiats o població desplaçada: 
Namíbia, Sudan i Uganda (Guthmann et al., 2006; Isaäcson et al., 2000; Eyasu H Teshale et al., 
2010). El genotip 2 va ser detectat per primer cop a Mèxic en un brot que va afectar 223 
persones entre el 1986-87 (Velazquez et al., 1990). Posteriorment aquest genotip s’ha reportat 
al continent africà: Txad, República Centreafricana (RCA) i Namíbia (Nicand et al. 2005; 
Goumba et al. 2011; Maila et al. 2004). La via de transmissió més important descrita 
d’aquestes epidèmies causades pels genotips 1 i 2 és a través d’aigua contaminada (Hazam et 
al., 2010; Ippagunta et al., 2007). Tot i que la transmissió secundària persona-persona es 
considera poc important durant les epidèmies, estudis recents en Uganda i Sud Sudan 
indiquen que el contacte i cuida de persones malaltes és un factor de risc per adquirir la 
infecció (Epicentre, 2012; Howard et al., 2010). 
El genotip 3 del VHE va ser descobert el 1997 en mostres de porcs als EUA (Meng et al., 1997) 
que més tard va ser associada a una soca descrita en pacients amb hepatitis aguda (Schlauder 
et al., 1998). Posteriorment molts estudis han detectat el genotip 3 en humans i diverses 
espècies animals amb una àmplia distribució geogràfica (Purdy and Khudyakov, 2011), sent el 
genotip més prevalent en països industrialitzats d’Europa, EUA i Japó. Les primeres dades de la 
seva circulació al continent africà han estat reportades en porcs del Camerun (S de Paula et al., 
2013) i a països de Sud Amèrica: Colòmbia i Xile (Ibarra et al., 1997; Rendon et al., 2016). El 
genotip 4 va ser identificat al 1998 a Taiwan en humans i porcs de la mateixa regió (Hsieh et 
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al., 1999). La majoria de casos del VHE genotip 4 són endèmics a Xina i Japó on infecten 
humans i porcs (Liu et al., 2012; Sato et al., 2011). Recentment diversos estudis a Holanda, 
Bèlgica i França indiquen la seva propagació per Europa (Hakze-van der Honing et al., 2011; 
Jeblaoui et al., 2013). 
Figura 7. Distribució geogràfica dels genotips humans del Virus de l’Hepatitis E adaptada de Kamar et al. 
2012, Fierro et al. 2016 i Mirazo et al. 2014 
La via de transmissió més freqüent dels genotips 3 i 4 als humans està principalment 
relacionada amb el consum d’aliments contaminats i la zoonosi i no hi ha descrits importants 
brots epidèmics (Lewis et al., 2010). El nostre grup de recerca va descriure per primera vegada 
la circulació del VHE a Europa amb una alta diversitat ambiental de soques (Clemente-Casares 
et al., 2003; Pina et al., 1998a) En països industrialitzats d’Europa, Japó i EUA la seroprevalença 
d’anticossos específics per VHE en porcs domèstics remarca la importància de la font d’infecció 
animal (Pavio et al., 2010). Evidències moleculars han confirmat la ruta alimentaria del genotip 
3 a través de la ingestió de carn de porc (Riveiro-Barciela et al., 2015), a més de la descripció 
d’algun brot associat al consum de carn a França (Berto et al., 2013). Recentment, estudis han 
suggerit altres vies potencials de transmissió en països endèmics del VHE: transmissió per 
administració de productes sanguinis i transmissió per trasplantament d’òrgans (Marion et al., 
2016). 
La infecció pel VHE és en la major part dels casos asimptomàtica, al voltant del 67-98% dels 
infectats no presentarà cap simptomatologia. Després d’un llarg període d’incubació de 4 a 8 
setmanes algunes persones desenvolupen una hepatitis aguda generalment auto limitada en 
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adults joves d’entre 15-30 anys (Scobie and Dalton, 2013). La taxa de mortalitat està descrita al 
voltant de l’1%, on la majoria són dones embarassades durant el tercer trimestre de gestació, 
amb un  25% de mortalitat associada principalment als genotips 1 i 2 (Labrique et al., 2012). 
Recentment també s’han descrit trastorns neurològics en pacients infectats referents al 
genotip 3 (Dalton et al., 2015; Kamar et al., 2011), que a més també s’ha associat a infeccions 
cròniques en persones immunodeprimides (Kamar et al., 2013). 
Actualment, s’han proposat alguns sistemes de cultiu en línies cel·lulars per replicar i aïllar el 
VHE de mostres ambientals o clíniques al laboratori (Okamoto, 2013). Els nous sistemes de 
replicació que han mostrat millors resultats provenen de soques del genotip 3 de pacients 
crònics que han sofert una recombinació a la regió ORF1 (Taula 2) 
Soca VHE Origen Característiques Línia cel·lular Referència 
Kernow-C1 Pacient crònic, UK 
Inserció de gen ribosòmic 
humà al ORF1 
HepG2/C3A (Shukla et al., 2012) 
LBPR000379 Pacient crònic, USA 
Inserció de gen ribosòmic 
humà al ORF1 
HepG2/C3A (Nguyen et al., 2012) 
47832 Pacient crònic, Alemanya 
Inserció de seqüència de 
VHE genotip 1 al ORF1 
A549 (Johne et al., 2014) 
Taula 2. Sistemes de cultiu i replicació del Virus de l’Hepatitis E 
1.4.4.1. Epidèmies causades pel VHE 
La Taula 3 resumeix les epidèmies més importants conegudes causades pel Virus de l’Hepatitis 
E arreu del món.  Des del 1988, unes 17 epidèmies han estat notificades al continent Africà 
causant uns 35300 casos i 788 morts. La majoria d’aquestes epidèmies s’han iniciat en camps 
de persones refugiades o campaments militars, contexts d’alta densitat poblacional i baix 
sanejament. Les taxes de mortalitat entre la població general han estat descrites entre 1,8 i 
17,8%, sent el cas de Sudan 2004 el causant de més morts, associades al mal estat de salut de 
les persones refugiades del conflicte a Darfur (Boccia et al., 2006). Referent a les dones 
embarassades, la mortalitat descrita en les epidèmies africanes ha estat entre el 12,5 i el 41% 
(Kim et al., 2014).  
El patró epidèmic dels brots es caracteritza per tenir una durada d’entre 4 a 20 mesos i iniciar-
se després del període de pluges fortes sovint acompanyades d’inundacions (Bile et al., 1994; 
Boccia et al., 2006; Ahmed et al., 2013; Guerrero-Latorre et al., 2011). Tot i que el patró 
sembla indicar una clara transmissió del VHE a través de l’aigua, pocs estudis han avaluat la 
circulació del virus en aquests contexts, a causa de la dificultat d’accés a les zones de conflicte. 
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En el brot d’Uganda en camps de refugiats sudanesos el 2007 es va detectar el VHE en l’aigua 
de superfície en 2 de 4 mostres analitzades però en cap de les 15 mostres d’aigua de beguda 
(Howard et al., 2010). En el cas de l’epidèmia a Darfur el 2004, un estudi cas-control va indicar 
que un factor de risc de contraure la malaltia era veure aigua d’una font d’aigua que s’extreia 
del riu tractada amb clor (Guthmann et al., 2006), aquest estudi va posar en dubte l’eficiència 
dels tractaments de desinfecció pel VHE. 
Un estudi realitzat per la doctoranda el 2009 als camps de refugiats del Txad on s’havien 
reportat casos del VHE, analitzant la presència d'adenovirus humans, va mostrar diferents 
fonts d’aigua de beguda que presentaven contaminació fecal. Es van analitzar pous d’aigua 
dels Camps de Goz Amir i Dogdoré després de l’època de pluges per virus indicadors de 
contaminació fecal humana (adenovirus humans) i pel VHE i el VHA.  Cap font d’aigua va 
presentar contaminació pel VHE ni VHA, tot i així, 1/7 pous de Goz Amir i 3/9 de Dogdoré van 
resultar positius per HAdV. Aquests resultats indicaven que l’aigua de beguda dels camps 
estava contaminada amb matèria fecal humana i per tant, eren fonts potencials de transmissió 
fecal-oral del VHE si augmentava la seva circulació dintre els camps. Els resultats d’aquest 
estudi van ser publicats al Journal of Water and Health el 2011 (Annex I: Guerrero-Latorre et 
al. 2011). 
  
Introducció 
18 
 
 
Taula 3. Epidèmies causades pel Virus de l’Hepatitis E   
  País Any Casos Morts Genotip Referència 
Ásia 
Índia  
1955 29300 75 - (Arankalle et al., 1994) 
1976 2572 6 1 (Arankalle et al., 1994) 
1978-9  20000 600 - (Arankalle et al., 1994; Khuroo M., 1991) 
1979-80  6000 180 - (Arankalle et al., 1994; Khuroo M., 1991) 
1980 865 7 - (Arankalle et al., 1994) 
1981 1169 10 - (Arankalle et al., 1994; Khuroo M., 1991) 
1981-2  15000 450 - (Arankalle et al., 1994; Khuroo M., 1991) 
1982 1072 - - (Arankalle et al., 1994) 
1984 3005 - 1 (Arankalle et al., 1994) 
1985 1395 - - (Arankalle et al., 1994) 
1986 1015 - - (Arankalle et al., 1994) 
1987 2215 - - (Dilawari et al., 1994) 
1990 >3000 - 1 (Arankalle et al., 1994) 
1991 1442 - - (Naik et al., 1992) 
2005 429 3 - (Sarguna et al., 2007) 
2008 23 915 315 1 (Vivek et al., 2010) 
2012 5100 36 - (Joon et al., 2015) 
Bangladesh 2008-9 4751 17 - (Gurley et al., 2014) 
Indonèsia 1991 1688 17 1 (Corwin et al., 1995, 1999) 
Myanmar 1976-7 20000 - - (Uchida et al., 1993) 
Nepal 
1973-4 10000 - - (Khuroo M., 1991) 
1981-2 4337 304 - (Khuroo M., 1991) 
1987 7405 - - (Shrestha, 2006) 
2014 7000 14 1 (Shrestha et al., 2015) 
Pakistan 
1993-4 3827 8 - (Rab et al., 1997) 
2005 1200 - - (Baqir et al., 2012) 
Turkmenistan 1985 16175 - 1 (Albetkova et al., 2007) 
Iraq 2005 102 - - (Al-Nasrawi et al., 2010) 
Xina 1986 119280 1062 1 (Aye et al., 1992; Wang et al., 1991) 
Àfrica 
Botswana 1985 273 4 - (Byskov et al., 1989) 
RCA 2002 222 4 1-2 (Goumba et al., 2011)  
Txad 2004 959 30 2 (Guerrero-Latorre et al., 2011; Nicand et al., 2005) 
Djibouti 1993 111 - - (Coursaget et al., 1998) 
Etiòpia 
1988 423 - - (Tsega et al., 1991) 
2014-15 1117 21 - (Browne et al., 2015)  
Kenya 
1991 1765 63 - (Mast et al., 1994) 
2012 223 4 - (Ahmed et al., 2013) 
Namíbia 
1983 201 7 1 (Isaäcson et al., 2000)  
1995 600 3 2 (Maila et al., 2004) 
Somàlia 1988-89 11413 346 - (Bile et al., 1994) 
Sudan 2004 2621 45 1 (Boccia et al., 2006; Guthmann et al., 2006) 
Sud Sudan 2012-13 5080 101 - (CDC, 2013; Epicentre, 2012) 
Uganda 2008 10535 160 1 (Eyasu H Teshale et al., 2010) 
Amèrica Mèxic 1986-7 223 3 2 (Velazquez et al., 1990)  
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1.4.4.2. Mesures de control i prevenció de la infecció pel VHE 
Des del 2012 existeix una vacuna desenvolupada i amb llicència comercial a Xina que en 
assajos clínics va mostrar un 95% de protecció en els pacients que rebien la vacuna (Park, 
2012); tot i així, no ha estat testada en dones embarassades ni en nens menors de 16 anys. Per 
aquest motiu, no ha estat aprovada per l’OMS per ser inclosa en programes nacionals de 
països endèmics (WHO, 2015), encara que s’està discutint el seu ús en contexts epidèmics per 
població especialment en risc (Labrique et al. 2012). 
Com que no es disposa d’una vacuna segura, les mesures de control per prevenir nous casos 
en situacions de risc són enfocades a la qualitat de l’aigua de beguda, el sanejament i la 
higiene.  
Davant d’epidèmies causades pel VHE, la majoria de guies d’intervenció en ajuda humanitària 
recomanen la cloració dels sistemes de distribució d’aigua (UNHCR, 2014; WHO, 2014a) com a 
tractament eficaç per la desinfecció del VHE. Tot i així, els protocols d’actuació de Mediciens 
Sans Frontieres (MSF) suggereixen que el clor podria ser un tractament ineficient per la 
desinfecció del VHE i recomanen instal·lar sistemes de radiació UV en situacions on se sospiti 
que el VHE pot estar transmès a través de l’aigua (MSF, 2010). Aquest posicionament de MSF 
va ser degut als resultats d’una avaluació epidemiològica durant l’epidèmia del 2004 a Darfur, 
on els resultats d’un estudi de cas-cohort en malalts d’Hepatitis E va indicar que consumir 
aigua d’una font clorada comportava un risc incrementat de ser infectat amb risc relatiu d’1.26 
tot i no ser estadísticament significatiu (IC 95%: 0.61-2.59) (Guthmann et al., 2006). 
La falta de cultius cel·lular eficients per replicar el VHE al laboratori ha retardat els estudis 
d’infectivitat tot i ser importants implementar polítiques d’actuació per la prevenció i 
contingència de la transmissió del virus.  
L’estabilitat tèrmica del VHE ha estat estudiada per Sue Emerson i col·laboradors amb genotips 
VHE-2 i VHE-1 incubant les suspensions virals durant 1 hora a temperatures entre 45 i 70ºC. 
Les suspensions després del tractament van ser inoculades en la línia cel·lular HepG2/C3A i 
quantificades amb immunofluorescència després de 5 dies post-infecció. Els resultats van 
mostrar com el 95% de les partícules virals s’inactivaven després de 15 min a 56 °C, però un 1% 
romania infecciós després d’ 1 hora a 60 °C i cap virus restava infecciós després d’1 hora 
incubant la suspensió a temperatures de 66 o 70 °C (Emerson et al., 2005).  Reimar Johne i 
col·laboradors han treballat recenment amb una soca VHE-3 derivada d’un pacient crònic que 
replicava lleugerament en cèl·lules A549 per estudiar l’estabilitat a la temperatura. Els 
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sobrenedant del cultiu cel·lular incubats a 65°C per 2 minuts no van presentar infectivitat post-
tractament (Johne et al., 2014). 
L’efecte del clor com a desinfectant del VHE ha estat avaluat recentment. Es va estudiar 
l’efecte d’hipoclorit de sodi sobre una soca del genotip 1 VHE en un tampó lliure de demanda 
de clor (Buffer Demand Free, BDF) cultivada amb cèl·lules Caco-2 i determinant la infectivitat 
per immunofluorescència (Girones et al., 2014). Els assajos van ser realitzats amb presència i 
absència de 1% d’aigua residual per incrementar la concentració de matèria orgànica. Els 
resultats van mostrar que per aconseguir una reducció de 2 logaritmes es requerien valors de 
Ct de 0.41 en absència d’aigua residual i de 11.21 en la suspensió que contenia major càrrega 
de matèria orgànica. Aquest estudi indica que les dosis de clor recomanades per les guies 
d’intervenció en epidèmies causades pel VHE són suficients per a una inactivació del 99%.  
Com a  resultat dels estudis de desinfecció del VHE inclosos en  la tesi, a més la revisió de la 
literatura existent, la doctoranda ha elaborat amb la supervisió de la seva directora de tesis 
una guia tècnica per Oxfam Internacional sobre les intervencions d’aigua i sanejament en 
contexts d’epidèmia causada pel VHE (Annex II: Technical Brief Hepatitis E Outbreak Response). 
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1.5. Control microbiològic de la qualitat de l’aigua  
El control microbiològic de l'aigua és una eina de prevenció integrada en el control dels 
sistemes de proveïment i distribució d'aigua mundialment acceptat. Diferents regulacions 
estableixen les politiques de control i monitoratge de l'aigua de beguda en àmbit nacional, 
internacional e inclús en contexts d'emergència humanitària (Directiva Europea 98/83/CE, 
1998; RD 140/2003, 2003; The Sphere Project, 2011; USEPA, 2012; WHO, 2011a).  
Atès que la principal problemàtica que comporta la contaminació fecal de l'aigua en salut 
publica són les malalties infeccioses, la política més segura seria de controlar directament els 
patògens microbians a l'aigua. No obstant això, els patògens poden ser rars, difícils de cultivar, 
i desiguals en la seva distribució. A més, per controlar tots els patògens, es requeriria un gran 
nombre d'assajos; aquests assajos poden ser tècnicament costosos i complicats.  
1.5.1. Indicadors de la qualitat microbiològica de l'aigua  
Per tal d’avaluar la qualitat microbiològica de l’aigua utilitzem microorganismes com 
indicadors, la presència dels quals representa una disrupció que afecta la qualitat de l’aigua, 
i/o microorganismes índex, la presència dels quals apunta la possible existència d’un 
organisme patogènic similar. Aquests microorganismes indicadors/índex es classifiquen en tres 
categories (Ashbolt et al., 2001): 
Indicadors de processos: grup de microorganismes que s'utilitzen per avaluar l'eficàcia del 
procés. Per exemple: mesura de coliformes totals en la desinfecció per clor. 
Indicadors fecals: grup de microorganismes que indiquen la presència de contaminació fecal 
Per tant, només infereixen que els agents patògens poden estar presents. Per exemple: 
presència de bacteris termotolerants o E. coli. 
Microorganismes Índex o Model: espècies indicatives de la presència de patògens del seu 
grup. Per exemple: E. coli com a índex de la presència de Salmonella o els adenovirus humans 
com a índex de virus entèrics humans. 
Un bon indicador o índex de contaminació fecal ha d'estar correlacionat amb la presència de 
patògens; i ha de tenir un perfil de supervivència similar al dels patògens. A més, ha de ser 
relativament econòmic, ràpid de detectar i senzill d'analitzar (Field and Samadpour, 2007).  Els 
criteris per determinar indicadors de contaminació fecal engloben: que no siguin patògens, 
que estiguin presents universalment en femtes humanes en grans quantitats, que persisteixin 
en l'aigua i responguin als tractaments de manera similar al patogen i que no multipliqui en  
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l'ambient (WHO, 2011a). Diferents tipus de microorganismes han estat estudiats com a 
indicadors de contaminació fecal; a la Taula 5 es mostren els més rellevants. 
Durant més d’un segle, els indicadors fecals bacterians (IFB) han estat seleccionats com els 
indicadors més apropiats per controlar la qualitat microbiològica de l’aigua pel seu baix 
potencial patogènic i a la seva alta concentració en aigua residual. Els IFB més utilitzats 
mundialment incloent coliforms fecals, Escherichia coli i Enterococs (Griffith et al., 2009; 
Leclerc et al., 2001). Tot i així, diversos estudis han mostrat les limitacions d’aquests 
microorganismes bacterians com indicadors. Estudis diversos han mostrat la falta de correlació 
entre la presencia de molts patògens, com els virus, i els IFB (Harwood et al., 2005; Prieto, 
2001). Aquesta falta de correlació s’atribueix en part a què els IFB són excretats per molts tipus 
d’animals (Leclerc et al., 2001) i a diferencies en els nivells d'estabilitat a l'ambient i a 
tractaments de desinfecció. Altres factors que donen suport a la utilitat d'altres indicadors 
complementaris són l’ existència de soques bacterianes naturals no provinents de 
contaminació fecal en terres, sediments aquàtics i vegetació aquàtica (Badgley et al., 2011; 
 
Microorganisme Característiques 
Bacteris 
Coliforms 
Gram-, anaeròbics facultatius, oxidasa -, 
fermentadors de lactosa a 37 °C, 24-48 h. 
Escherichia coli (E. coli): Coliforms termòfils (44 °C) i indol +. 
Coliforms termotolerants 
Coliforms que produeixen àcid i gas a partir de 
lactosa a 44 °C, 24h.  
Enterococs 
Grup d’estreptococs fecals que creixen a pH 9.6 
i 45 °C amb 6.5% de NaCl.  
Clostridis reductors de sulfit 
(CRS) 
Gram +, formadors d’espora, que redueixen el 
sulfit a àcid sulfhídric. 
Bifidobacteria 
Gram +, anaerobis obligats, catalasa – i 
fermentadors de lactosa  
Bacteroides Gram -, anaeròbics estrictes 
Bacteriòfags 
Colifags somàtics 
Infecten soques de E. Coli i altres 
enterobacteris a través de paret cel·lular 
Bacteriòfags F-específics d'ARN 
Infecten soques E. coli via el pili sexual i són 
RNA de cadena simple  
Bacteriòfags de Bacteroides 
fragilis  
Infecten soques Bacteroides i són doble cadena 
d’ADN. 
Virus entèrics 
Adenovirus Virus de doble cadena d’ADN linear 
Poliomavirus Virus de doble cadena d’ADN circular 
Enterovirus Virus ARN de cadena simple i polaritat positiva 
Taula 5. Microorganismes indicadors de la contaminació fecal de l’aigua 
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Byappanahalli et al., 2003; Solo-Gabriele et al., 2000) i la seva capacitat de multiplicar fora de 
l’hoste. 
Considerant les limitacions dels actuals IFB, alguns grups de virus han estat proposats com 
indicadors alternatius o complementaris per millorar el control de la qualitat microbiològica de 
l’aigua i per reduir el risc associat. Els virus transmesos per aigua i aliments són en general 
específics d’hoste, no repliquen en l’ambient i són més estables a l’ambient i als processos de 
desinfecció que els IFB (Wong et al., 2012). 
1.5.2. Virus com a indicadors de contaminació fecal i com eines de Microbial Source Tracking 
Els virus entèrics causen en la seva majoria infeccions subclíniques, tot i que una petita 
proporció de la població desenvoluparà la malaltia presentant en alguns casos 
simptomatologia greu o severa, com en les hepatitis agudes o les gastroenteritis en infants 
(Carter, 2005). Alguns virus humans i animals, com els adenovirus i el poliomavirus causen 
majoritàriament infeccions asimptomàtiques i recurrentment tenen patrons d’excreció crònics 
(Adrian et al., 1988; Hatakeyama et al., 2006; Kitamura et al., 1990). Per la seva capacitat de 
multiplicar-se en el cos humà en absència de malaltia com infeccions persistents, han estat 
considerats part del microbioma humà (Columpsi et al., 2016) i per tant, potencials marcadors 
de contaminació fecal a l’ambient. Des de 1998, el nostre grup ha proposat utilitzar els 
adenovirus humans com indicadors de contaminació fecal humana, mitjançant tècniques 
moleculars (Pina et al., 1998b) i posteriorment també els poliomavirus humans (Bofill-Mas et 
al., 2000). Diversos estudis han mostrat l’alta prevalença d’adenovirus humans en aigües 
contaminades d’arreu del món (Albinana-Gimenez et al., 2009b; Bofill-Mas et al., 2006), 
convertint-los en índex de contaminació humana. A més, estudis comparatius de mètodes 
MST, han conclòs que els adenovirus humans són els més específics, per presentar el menor 
percentatge de falsos positius amb mostres no humanes (Griffith et al., 2003). 
A inicis del segle XXI es comença a discutir sobre la necessitat de definir microorganismes 
indicadors de l’origen de la contaminació en aigües ambientals (Scott et al., 2002). Aquest 
conjunt de mètodes per determinar la font de contaminació correspont al denominat 
“Microbial Source Tracking” (MST). El principi del MST es basa en la forta associació de certs 
microorganismes fecals a animals hostes en particular i que certs atributs d’aquests 
microorganismes específics d’hoste poden ser utilitzats com a marcadors de contaminació 
d’aquest hoste en concret (Field and Samadpour, 2007). Els virus usats en MST per detectar 
contaminació fecal específica d’hoste estan resumits en la Taula 6.  
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Taula 6. Virus utilitzats com a traçadors de la contaminació fecal en aigües ambientals (Bofill-Mas et al., 
2016) 
Tot i que molts d’aquests virus proposats com a eines de MST no poden ser cultivats en 
mostres ambientals, mètodes de concentració i detecció basats en regions específiques del 
genoma han estat desenvolupats per detectar la presència de contaminació fecal humana o 
animal (Bofill-Mas et al., 2013). Estudis multicèntrics han utilitzat les eines de MST 
desenvolupades al nostre laboratori i han mostrat ser específics d’hoste, cost-efectius i 
aplicables a totes les àrees geogràfiques estudiades (Rusiñol et al., 2014). 
  
Origen 
Contaminació 
Indicador MST Referències 
Humà 
Bacteriòfag RNA F-específic   (AWPRC, 1991; Kirs and Smith, 2007) 
Bacteriòfag de B. fragilis spp.  (Gómez-Doñate et al., 2016) 
Adenovirus (HAdV)   (Hernroth et al., 2002; Pina et al., 1998b) 
Polyomavirus (JCPyV, BKPyV)   (Bofill-Mas et al., 2000) 
Enterovirus (EVH)   (Fong et al., 2005) 
Tobamovirus (PMMoV)  (Kuroda et al., 2015; Rosario et al., 2009) 
Boví 
Bacteriòfag RNA F-específic  (Schaper et al., 2002) 
Adenovirus (BAdV)  (Maluquer de Motes et al., 2004) 
Polyomavirus (BPyV) (Hundesa et al., 2010, 2006) 
Enterovirus (BEV-2)  (Ley et al., 2002) 
Porcí 
Adenovirus (PAdV)  (Maluquer de Motes et al., 2004) 
Circovirus (PCV2)  (Viancelli et al., 2012) 
Teschovirus (PTV)  (Jiménez-Clavero et al., 2003) 
Oví Polyomavirus (OPyV)  (Rusiñol et al., 2013) 
Aviar Parvovirus (Ch/TyPV)  (Carratalà et al., 2012) 
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1.5.3. Mètodes de concentració de virus en aigua 
Els virus estan presents a l’ambient i la seva transmissió pot ocórrer a través de diverses 
matrius d’aigua contaminades; incloent-hi aigües de beguda, aigües superficials, aigües 
subterrànies i el mar. La seva presència en aquestes matrius és relativament baixa i 
heterogènia, fet que obliga a afegir passos de concentració previs a l’anàlisi de virus 
contaminants pel  seu correcte control microbiològic. Tot i la seva baixa concentració en les 
matrius d’aigua, els virus entèrics tenen dosis d’infecció molt baixes (entre 10-1000 partícules) 
en comparació amb bacteris (103-105 unitats), així que els mètodes de control microbiològic 
han de ser prou sensibles per poder detectar el nombre mínim possible de partícules a l’aigua. 
La majoria dels mètodes de concentració descrits es basen en l’absorció i elució en membranes 
o filtres per càrrega elèctrica (VIRADEL), alternativament s’utilitzen altres mètodes físics com la 
ultracentrifugació i la liofilització per petits volums, la ultrafiltració per grans volums o els 
protocols de precipitació de proteïnes com la floculació orgànica (Taula 7).  
Mètode 
Volum 
inicial 
Volum 
final 
Factor  Matrius  
Recuperacions 
descrites 
Referències 
Ultracentrifugació 42 ml 100 µl X 720 
Res 
Sup 
70% EV (Pina et al., 1998b) 
Ultrafiltració 100 L 300 µl X 33.333 
Sup 
Sub 
Beg 
3-6% HAdV 
13-33% JCPyV 
(Albinana-Gimenez et 
al., 2009) 
Liofilització 50 ml 500 µl X 100 Sup - (Calgua et al., 2013) 
Membrana  
Electropositives 
(NanoCeram®) 
100 L 5 ml X 20.000 
Sub 
Beg 
6% EV (Hsu et al., 2007) 
Llana de Vidre 
(electronegativa) 
20 L 5 ml X 4.000 
Sup 
Sub 
Beg 
8-28% HAdV 
16-45% NoV 
(Albinana-Gimenez et 
al., 2009; Francy et 
al., 2013) 
Floculació 
orgànica amb llet 
descremada 
10 L 5 ml X 2.000 
Sup 
Sub 
Beg 
30-95% HAdV 
55-90% JCPyV 
45-90% NoV 
(Calgua et al., 2008) 
(Calgua et al., 2013) 
Taula 7. Mètodes de concentració de partícules víriques en aigua 
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Els mètodes VIRADEL (VIRal ADsortion and ELution) es basen en el fet que els virus tenen punts 
isoelèctrics baixos, al voltant de 3.5 (Michen and Graule, 2010). Això vol dir que en matrius de 
pH neutre, els virus tenen càrrega negativa i que per sota de pH 3.5 la carrega canvia i esdevé 
positiva. Per tant, canviant el pH de les matrius ambientals podem absorbir o eluir els virus a 
diferents substrats (membranes, filtres, matèria orgànica) per tal de concentrar-los. 
Teòricament si el substrat (filtre o membrana) és electropositiu, en passar una matriu d'aigua 
els virus quedaran absorbits; tot i així, s'ha observat que un alt percentatge de virus no queda 
retingut (Hsu et al., 2007). En canvi, si treballem amb substrats electronegatius, haurem de 
condicionar la mostra prèviament, acidificant-la, per tal de canviar la polaritat de les partícules 
virals a positiva. Aquestes membranes electronegatives, incrementen les recuperacions però 
redueixen la possibilitat de concentrar grans volums a causa del pas de condicionament previ. 
Posteriorment, els virus són separats de les membranes mitjançant una elució amb tampons 
alcalins amb extracte de carn o glicina que ajuden a facilitar la separació. Finalment d'aquesta 
elució obtenim un volum encara massa gran i molts protocols afegeixen un darrer pas de 
concentració per floculació orgànica i centrifugació (Katzenelson et al., 1976). 
La Floculació amb llet descremada ha estat descrit com a mètode de concentració eficient, 
repetible i de baix cost (Calgua et al., 2008). Aquest procediment fa servir la llet descremada 
com a substrat orgànic per concentrar les partícules virals. La caseïna (proteïna de la llet) és 
soluble en pH superiors a 4.6, en solucions per sota d’aquest pH s’afavoreix la floculació de les 
seves partícules en suspensió. A més, com més concentració de sals aquesta floculació de la 
caseïna es veu incrementada (Demetriades et al., 1997). Per aquest principi, com els virus al 
ser proteïnes floculen conjuntament amb la caseïna de la llet. El protocol desenvolupat per 
Calgua et al 2008, consisteix a condicionar la matriu a un pH de 3,5, una conductivitat superior 
als 1200 mS i afegir llet descremada pre-floculada. Aquests flòculs es deixen en agitació 8 
hores i posteriorment es deixen precipitar 8 hores més. Es retira el sobrenedant i el flòcul 
sedimentat se centrifuga per finalment, recuperar-lo amb un volum de 5-10 mL de tampó 
fosfat. 
 
  
Introducció 
27 
 
1.5.4. Mètodes de detecció i quantificació 
Posterior a la concentració de la mostra a analitzar, s’han de realitzar assajos de detecció i 
quantificació de les partícules virals. L’estudi dels virus es pot fer per observació directa amb el 
microscopi electrònic de transmissió, “transmision electron microscopi” (TEM), per observació 
indirecta a través de l’efecte citopàtic, “citopatic effect” (CPE) utilitzant cultiu cel·lular, per 
tècniques d’immunofluorescència o per detecció i/o quantificació del genoma del virus 
mitjançant tècniques moleculars.  
En primer lloc, la microscòpia electrònica ha mostrat una sensitivitat limitada, ja que requereix 
matrius molt netes i concentracions superiors a 108 partícules víriques/mL per poder 
visualitzar-les (Atmar and Estes, 2001). A més, el seu elevat cost i complexitat fan d’aquesta 
una tècnica limitada a estudis de caracterització d’estructura de virus cultivables. 
Les tècniques de cultiu cel·lular tenen l’avantatge de poder mesurar quantitativament la 
presència de virus infecciosos, sent de gran importància en estudis d’estabilitat i desinfecció 
(Wyn-Jones et al., 2011). Entre els protocols més utilitzats trobem els assajos d’unitats 
formadores de clapa “Plaque Forming Units” (PFU) i els de dosi infecciosa en cultiu de teixits 
50%, “Tissue Culture Infectious Dose 50%” (TCID50), basats en observar el CPE produït en 
monocapes de cèl·lules pel virus analitzat. També podem visualitzar la infecció a través de la 
immunofluorescència, en el cas de què no produeixen un clar CPE, mitjançant tinció sobre les 
monocapes infectades amb anticossos marcats per fluorocroms, els anomenats assajos 
d’immunofluorescència, “Immunofluorescence Assay” (IFA). Existeixen diverses línies cel·lulars 
continues (immortalitzades) disponibles per ser infectades per virus entèrics com les 293, les 
(cèl·lules embrionàries de ronyó humà), les MA104 i Vero (cèl·lules epitelials de ronyó de mico 
verd africà), les Hep2G (cèl·lules epitelials de càncer de fetge humà) o les A549 (cèl·lules 
epitelials d'adenocarcinoma pulmonar humà). Per tant, requereixen l’existència d’una línia 
cel·lular susceptible de ser infectada pel virus problema que volem analitzar (Hamza et al., 
2011).  
Actualment, els mètodes més ràpids, específics, sensibles i econòmics són les tècniques 
basades en protocols d’amplificació genòmica com és la reacció en cadena de la polimerasa, 
“Polymerase Chain Reaction” (PCR) que pot ser simple (PCR/RT-PCR) o niada (nPCR/nRT-PCR) a 
més de quantitativa (qPCR/qRT-PCR) (Girones et al., 2010). Aquestes reaccions moleculars 
requereixen una extracció d’àcids nucleics prèvia a l’amplificació dels genomes. Existeixen 
diversos kits comercials que permeten extreure els àcids nucleics de la mostra problema. Els 
més utilitzats es basen en columnes de sílice (QIAgen®) o en boles magnètiques (Biomeriuex®). 
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La PCR detecta genomes i no dóna dades sobre la infectivitat, per obtenir informació sobre la 
infectivitat es poden fer assajos combinats amb cultiu cel·lular poden aproximar la capacitat 
infectiva del virus estudiat. Són les anomenades tècniques integrades de PCR-cultiu cel·lular, 
“Integrated Cell Culture-PCR” (ICC-PCR) (Dong et al., 2010), que analitzen la presència de 
d’àcids nucleics vírics en els cultius infectats amb la mostra problema, incrementant la 
sensibilitat. 
Els mètodes de PCR quantitativa són els més extensament utilitzats per a la quantificació de 
virus en mostres ambientals, ja que són molt específics gràcies al disseny de primers i sonda 
corresponents a regions conservades del virus diana i permet analitzar un gran nombre de 
mostres al mateix temps. Tot i així, té certes limitacions que sovint poden reduir la seva 
sensibilitat, com són la presència d’inhibidors en la matriu concentrada que pot fer reduir 
l’eficiència de la transcripció reversa i de l’amplificació de la polimerasa i la incapacitat de 
discernir sobre el resultat si els genomes detectats provenen de virus infecciosos o ja inactivats 
(Girones et al., 2010). 
En els darrers anys s’han proposat algunes aproximacions que ajuden a estimar la capacitat 
infectiva dels virus detectats per PCR amplificant regions més grans del genoma o múltiples 
regions, fent aproximacions matemàtiques per avaluar la infectivitat (Pecson et al., 2011, 
2009). Altres, utilitzen pre-tractaments de la mostra com un pas prèvi a l’extracció d’àcids 
nucleics, i així eliminar genomes lliures amb DNAses o RNAses i quantificar únicament per 
qPCR partícules víriques estructurades (de Abreu Correa et al., 2012). 
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1.6. Tractaments de desinfecció d’aigua de beguda 
Proveir d’aigua segura i canalitzada als domicilis és un objectiu prioritari per incrementar 
l’estat de salut i nutricional de la població, a més de contribuir a assolir a escala global els 
objectius internacionals la reducció de pobresa (WHO, 2014b). Actualment sabem que les 
malalties de transmissió fecal-oral tenen múltiples vies d’entrada, no tan sols l’aigua de 
beguda, i que són interdependents, per això es necessiten aproximacions que integrin les 
diferents vies de transmissió per reduir l’impacte de les malalties entèriques (Eisenberg et al., 
2012). Tot i així, eliminar els patògens de l'aigua és una mesura essencial pel control de les 
malalties infeccioses de transmissió hídrica. Els mecanismes de desinfecció de l'aigua més 
estesos i utilitzats estan basats en l'ús de temperatura, l'addició de productes químics, o 
l'aplicació de processos físics com la filtració o la radiació ultraviolada (Cheremisinoff, 2002).  
1.6.1. Tractaments de desinfecció en els sistemes de proveïment 
1.6.1.1. Cloració 
La cloració és el mètode químic de desinfecció més utilitzat arreu del món donat el seu baix 
cost i accessibilitat. Existeixen diferents compostos clorats utilitzats en desinfecció d'aigua 
disponibles comercialment (Taula 8). Les sals d'àcid hipoclorós (HOCl) són les més conegudes, 
com l' hipoclorit de calci (sòlid) o sodi (líquid) components principals del lleixiu. El clor és un 
agent oxidant que desinfecta per efecte de l’àcid hipoclorós format en solució (HOCl). L'àcid 
hipoclorós és un àcid dèbil que es dissocia en anió hipoclorit (OCl-) i catió hidrogen (H+) 
depenent del pH en aigua, sent més estable en condicions de pH àcides on per tant esperarem 
una major efectivitat a pH menors de 8, on l'àcid hipoclorós predomina (Deborde and von 
Gunten, 2008). Una vegada en contacte amb l'aigua, el clor reaccionarà irreversiblement amb 
els compostos inorgànics com el magnesi, el ferro i l'àcid sulfhídric presents, millorant les 
qualitats organolèptiques de l'aigua, ja que els elimina, però perdent potencial desinfectant. 
També es combinarà amb la matèria orgànica i l’amoni formant el que anomenem clor 
combinat que tindrà encara un potencial desinfectant tot i que disminuït. A més a més, 
actualment sabem que el clor pot combinar-se amb la matèria orgànica formant 
trihalometans, subproductes tòxics i mutagènics que s'han de controlar post-tractament per 
no superar els nivells acceptables pel consum (Krasner et al., 2006). Finalment, després de les 
reaccions del clor amb altres molècules, l'àcid hipoclorós i l'hipoclorit restants seran 
l'anomenat clor lliure disponible romanent a l'aigua com a desinfectant residual que pot ser útil 
en cas de contaminacions posteriors. 
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 Les mono-cloramines (NH2Cl) i el diòxid de clor (ClO2) o el dicloroisocianurat de sodi (NaDCC) 
són alternatives a les sals d'hipoclorit, utilitzats amb l'objectiu d'incrementar l'estabilitat del 
clor en solució i reduir la formació de clor combinat, ja que aquests compostos clorats 
reaccionen menys amb elements inorgànics. Les mono-cloramines tenen cert potencial 
desinfectant però molt menor al de les sals d'hipoclorit i el diòxid de clor, tot i ser millor 
desinfectant, és molt més car i forma compostos secundaris perillosos per la salut com el clorit 
(Clasen and Edmondson, 2006; Sobsey, 2002). 
 
Pel que fa al mecanisme d'acció del clor, sabem que el seu potencial oxidant no selectiu afecta 
diversos compostos subcel·lulars (Albrich and Hurst, 1982). S’ha mostrat que el HOCl té com a 
diana principal l’embolcall cel·lular, tot i que el seu potencial germicida s’atribueix a la 
capacitat de penetrar a través de les membranes cel·lulars pel seu baix pes molecular i la seva 
neutralitat elèctrica (Cheremisinoff, 2002).  A l’interior cel·lular l’efecte del HOCl inhibeix el 
transport d’ATP, electrons i metabòlits  (Barrette, 1989; Small et al., 2007). Pel que fa als virus 
no embolcallats el mecanisme d’acció del clor lliure pot ser degut a la interacció amb les 
proteïnes de la càpsida o els àcids nucleics  (Li et al., 2002; Nuanualsuwan and Cliver, 2003), 
afectant la replicació i injecció del genoma en la cèl·lula hoste (Wigginton et al., 2012). La 
inactivació dels diferents patògens, per tant, dependrà de la quantitat de clor lliure disponible, 
del pH i temperatura i de la matèria orgànica i inorgànica present en l'aigua.  
L'efectivitat del clor com a desinfectant s'acostuma a expressar en C x t (Ct), on C correspon a 
la concentració de desinfectant (mg/L) i t al temps de contacte requerit per assolir una 
inactivació concreta (min) sota unes condicions determinades de pH i temperatura. El valor de 
Ct ens permet doncs, comparar entre diferent patògens l'efecte del clor sobre diferents 
microorganismes.  
A la literatura podem trobar estudis en condicions controlades que descriuen el seu potencial 
desinfectant, mostrant-se molt eficient sobre els bacteris entèrics (Maier et al., 2009) excepte 
Producte Component clorat Preparat 
WaterGuard® NaOCl  Solució liquida 
Drinkwell™   NaOCl  Solució liquida 
PUR® Purifier of Water  CaOCl  Pols 
Hydroclonazone®  NH2Cl Tableta 
Aquatabs® NADCC Tableta 
WaterMaker
TM 
Water Purification Techonology  NADCC Pols 
 
Taula 8. Productes comercials de compostos clorats per la desinfecció d'aigua de beguda 
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en bacteris encapsulats i micobacteris (Goel and Bouwer, 2004; Lee et al., 2010). Pel que fa als 
protozous, es consideren resistents al clor, ja que requereixen altes concentracions i temps 
perllongats per la seva inactivació (Jarroll et al., 1981; Korich et al., 1990). Els virus entèrics 
són, en general, més resistents que els bacteris al tractament per clor, necessitant més temps 
de contacte i/o concentracions de clor majors. Les dades de sensibilitat al clor de diferents 
microorganismes estan resumides a la Taula 9.  
 
  
 
Microorganisme  LRV
a
 Ct Matriu
 
Referència  
Bacteris  
Escherichia coli 2 0.04 Aigua BDF
b
, pH6, 5 °C (Maier et al., 2009) 
Escherichia coli 7 0.5 Aigua BDF, pH 8.5, 4 °C (Lee et al., 2010) 
Klebsiella pneumoniae 3 13.06 Aigua BDF, pH7.2, 22 °C (Goel and Bouwer, 2004) 
Mycobacterium fortuitum 2 36 Aigua BDF, pH 8.5, 4 °C (Lee et al., 2010) 
Protozous  
Giardia lambia 2 120 Aigua BDF, pH7, 5 °C (Jarroll et al., 1981) 
Giardia muris 2 44.8 Tampó fosfat , pH7, 25 °C (Leahy et al., 1987) 
Cryptosporidium parvum 1 78 Aigua BDF, pH 7 (Korich et al., 1990) 
Acantamoeba spp.  2 28 Tampó fosfat, 30 °C (Dupuy et al., 2014) 
Virus  
Bacteriòfag MS2 3 0.05 Aigua BDF, pH 6, 5 °C (Shin and Sobsey, 2008) 
Poliovirus 1 3 2.87 Aigua BDF, pH 6, 5 °C (Thurston-Enriquez et al., 2003) 
Adenovirus type 40 3 0.11 Aigua BDF, pH 6, 5 °C (Thurston-Enriquez et al., 2003) 
Adenovirus type 5 4 0.22 Tampó borat, pH 8.5, 5 °C (Baxter et al., 2007) 
Adenovirus type 2 4 0.27 Aigua BDF, pH 8, 5 °C (Cromeans et al., 2010) 
FCV (surrogate NoV) 4 0.32 Aigua BDF, pH 6, 5 °C (Thurston-Enriquez et al., 2003) 
MuNoV (surrogate NoV) 4 0.08 Aigua BDF, pH 8, 5 °C (Cromeans et al., 2010) 
Hepatitis E Virus 2 0.41 Aigua BDF, pH 8 (Girones et al., 2014) 
Hepatitis A Virus (MMB strain) 3 2.85 Tampó fosfat, pH 6 (Grabow et al., 1983) 
Rotavirus (WA strain) 4 5.55 Aigua BDF, pH7.2, 20 °C (Xue et al., 2013) 
a. Valor de Reducció Logarítmica "Logarithm Reduction Value" (LRV) 
b. Aigua Lliure de Demanda de Clor "Buffered Demand Free" (BDF) 
Taula 9. Eficiències de la desinfecció de microorganismes  en aigua per cloració 
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1.6.1.2. Radiació ultraviolada 
La radiació ultraviolada (UV) ha guanyat popularitat com a desinfectant d’aigua perquè a 
diferència dels tractaments químics no genera cap subproducte tòxic residual i és més efectiu 
inactivant protozous que amb els compostos halogenats com el clor (Clancy et al., 2000; 
Linden et al., 2002). A més, com els temps de contacte són molt curts i l'espai per d'instal·lació 
molt petits, la desinfecció per UV s'està estenent ràpidament per tot el món pel tractament 
d'aigua de beguda. Tot i així, presenta algunes limitacions com són el seu alt cost, els alts 
requeriments de manteniment i la manca d’un efecte desinfectant residual (USEPA and EPA, 
1990).  
La llum ultraviolada es pot classificar en tres grups segons la seva longitud d’ona: la UVA emet 
entre 315-290 nm, la UVB entre 280-315 nm i la UVC entre 100-280 nm. La radiació 
ultraviolada C al estar a prop dels 260 nm, on absorbeixen els àcids nucleics incloent les 
citocines, els uracils i les timines, produeix danys al genoma dels microorganismes 
principalment per la dimerització de timines o uracils (Rastogi et al., 2010). Pel que fa als virus 
altres factors addicionals que contribueixen a la inactivació han estat descrits com el dany 
sobre la càpsida proteica per radicals hidroxil produïts durant la fotocatàlisi (Mayer et al., 
2015) 
En la desinfecció amb radiació UV s'utilitzen diferents tipus de làmpades. Les làmpades de 
baixa pressió (LP) són quasi monocromàtiques a una longitud d'ona de 253.7nm, en canvi les 
làmpades de mitja pressió (MP) són policromàtiques i emeten amb més intensitat però tenen 
un rang més ampli de longitud d'ona on només el 15-20% correspon a la UVC (Oppenländer, 
2007).   
Un desavantatge de la desinfecció per radiació UV és l'existència de mecanismes de reparació 
de l'ADN per revertir el dany causat per la radiació UV i que permeten que microorganismes de 
genoma d’ADN inactivats es puguin reactivar (Harm, 1980). El mecanisme de reparació de 
major importància en la desinfecció UV és fotoreactivació, en la qual les cèl·lules utilitzen 
l'energia lluminosa (300-500 nm) i l’enzim fotoliasa per dividir els dímers de timina en l’ADN 
cel·lular. Altres mecanismes descrits en el cas dels virus de doble cadena d’ADN són la 
reparació dels dímers de timina mitjançant la maquinaria de la cèl·lula hoste (Turnell and 
Grand, 2012). Una vegada que s'han reparat els llocs danyats en l'ADN, el microorganisme a 
continuació, serà capaç de dur a terme la seva replicació. Això redueix l'eficàcia de la 
desinfecció UV i pot conduir a la proliferació de patògens en l'aigua tractada (Bitton, 2005). Per 
tal d’assegurar la desinfecció es plantegen dosis augmentades de radiació UV considerant  
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 l’efecte de reparació o bé la combinació amb altres desinfectants químics (Yoon et al., 2007). 
Les unitats habituals en les quals es defineix la desinfecció per UV són la dosis de radiació UV 
que integra la intensitat de la radiació UV i el temps d’exposició expressada normalment en 
joules per metre quadrat (J/m2), els mili-joules per centímetre quadrat (mJ/cm2) o els micro-
Watt-segon) per centímetre quadrat (mWs/cm2) (1J/m2 = 0.1mJ/cm2= 0.1mWs/cm2) (EPA, 
2003).  Les cinètiques de desinfecció observades són lineals quan es presenten en funció de la 
dosi aplicada, tot i que s’han observat efectes no recíprocs de dosis i inactivació en alguns 
bacteris estudiats, anomenats tailing effect principalment associats a agregacions dels 
microorganismes que impedeixen l’exposició homogènia a la radiació UV i als fenòmens de 
recombinació (Mattle and Kohn, 2012; Sommer et al., 1998).  A més a més de l’agregació i 
altres factors que poden afectar la inactivació per radiació UV com la presència de sòlids en 
suspensió, la terbolesa i la mateixa absorció de la matriu aquosa (Oppenländer, 2007). La Taula 
10 resumeix diferents estudis realitzats sobre la eficiència en la inactivació de microorganismes 
indicadors i patògens al tractament d’aigua per radiació UV. Els bacteris són altament 
susceptibles a la inactivació per UV (Oguma et al., 2002), juntament amb els protozous com la 
 
Microorganisme LRV
a
 
Dosi 
(J/m2) 
Matriu Referència 
Bacteris 
Escherichia coli 6 150 Aigua destil·lada (Oguma et al., 2002) 
Campylobacter jejuni 5.3 60 Aigua destil·lada (Butler et al., 1987) 
Yersinia enterocolitica 5 50 Aigua destil·lada (Butler et al., 1987) 
  Salmonella enteriditis 2.6 100 Aigua peptonada (Koivunen and Heinonen-Tanski, 2005) 
Protozous 
Giardia lambdia 2.5 10 Aigua pH7.3 (Linden et al., 2002) 
Cryptosporidium parvum  3 30 Efluent secundari (Clancy et al., 2000) 
Acantamoeba spp.  3 700 Ringer 1/40 (Sílvia Cervero-Aragó et al., 2014) 
 Virus 
Human Adenovirus t 2 2 1400 Tampó fosfat pH 7 (Calgua et al., 2014) 
Human Adenovirus t 2 3 1190 Tampó fosfat (Gerba et al., 2002) 
Human Adenovirus t 40 2 1030 Aigua subterrània (Thurston-Enriquez et al., 2003) 
JC Polyomavirus 2 1400 Tampó fosfat pH 7 (Calgua et al., 2014) 
Poliovirus 1 3 230 Tampó fosfat (Gerba et al., 2002) 
MS2 2 400 Tampó fosfat pH 7 (Calgua et al., 2014) 
MS2 3 650 Aigua d’aixeta (De Roda Husman et al., 2004) 
HAV 3 200 Tampó fosfat (Battigelli et al., 1993) 
Rotavirus SA-11 4 360 Tampó fosfat (Li et al., 2009)  
Murine Norovirus 4 600 Tampó fosfat (Rönnqvist et al., 2013) 
  Feline Calcivirus 3 120 Aigua d’aixeta (De Roda Husman et al., 2004) 
a. Valor de Reducció Logarítmica "Logarithm Reduction Value" (LRV) 
Taula 10. Eficiències de la desinfecció en aigua de microorganimes per radiació ultravioleta 
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Giardia i el Cryptosporidium, fet que va incrementar l’interès per aquest mètode desinfectant 
en comparació amb el clor (Clancy et al., 2000; Linden et al., 2002). Per altra banda els virus 
són més resistents a la radiació UV especialment els virus de doble cadena d'ADN, que a través 
dels mecanismes de  reparació de la cèl·lula hoste són capaços de reparar danys causats al seu 
genoma (Shin et al., 2009). 
 En línies generals podem dir que per una inactivació d'entre 3 i 4 logaritmes seria suficient una 
dosis de 400 J/m2 de radiació UV de longitud d’ona 253.7nm per patògens virals importants 
com el Virus de l’Hepatitis A, Rotavirus, Poliovirus i els Calcivirus, tot i que no ho seria per 
l'Adenovirus humà.  
Algunes regulacions i guies pel tractament d’aigua de beguda amb radiació UV fan servir de 
referència els adenovirus per ser el patogen més resistent i marquen dosis de 1860 J/m2 per la 
inactivació de 4 logaritmes (USEPA and EPA, 2006). Altres marquen els 400 J/m2 per inactivar a 
la major part dels microorganismes (DVGW, 2006; ÖNORM, 2001). 
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1.6.2. Tractaments d’aigua a nivell domiciliar 
Els tractaments d’aigua a nivell domiciliar, "Household Water Treatments and Safe Storage" 
(HWTS) o altrament dits, tractaments d’aigua al punt d’ús, "Point-of-Use water treatments" 
(POU) com bullir, filtrar o clorar aigua a casa, han mostrat ser efectius en millorar la qualitat 
microbiològica de l’aigua de beguda (Sobsey, 2002). En regions on el sistema de proveïment 
d’aigua potable no és segur en contextos urbans i rurals, els HWTS són una alternativa per 
accedir a aigua més segura microbiològicament (WHO, 2007). Tractar l’aigua a nivell domiciliar 
minimitza el risc de recontaminació que s’observa després d’agafar aigua de fonts protegides 
(Wright et al., 2004). A més, sabem que l’ús de diferents tecnologies HWTS té un efecte 
protector contra la diarrea (Mohamed et al., 2015) i per això han estat promogudes per l’OMS 
i UNICEF en les darreres dues dècades. 
Conjuntament amb el creixent interès cap als HWTS van aparèixer desenes de diferents 
tecnologies al mercat. A l’any 2002 l’OMS va encarregar un informe per avaluar quines eren les 
millors candidates basant-se en les característiques tècniques i d’ús, incloent-hi l’efectivitat 
microbiològica, l’impacte en salut, la dificultat tècnica, l’accessibilitat, el cost, l’acceptabilitat, 
la sostenibilitat i el potencial per implementar-les (Sobsey, 2002). El resultat de l’estudi va 
revelar que cinc entre trenta-set tecnologies avaluades eren les més prometedores: Filtres 
d’aigua ceràmics, cloració en recipients tancats i amb aixeta, desinfecció amb llum solar, 
desinfecció tèrmica en cuines solars i la combinació de sistemes de floculació i cloració. 
Des d'aleshores diversos estudis han avaluat l’ eficiència microbiològica d’aquests tractaments 
davant de bacteris, virus i protozous. En la Figura 9 es representen els valors màxims de 
reducció descrits en els microorganismes estudiats de les diferents taules resum pels 
tractaments per cloració (Taula 9), radiació UV (Taula10), Filtres d'Aigua Ceràmics (Taula 12) i 
Sobres de Floculació Cloració (Taula 13). A més, s'hi han representat els LRV del tractament 
tèrmic (Cervero-Aragó et al., 2014; Sauerbrei and Wutzler, 2009; Spinks et al., 2006), 
desinfecció solar (Boyle et al., 2008; Heaselgrave and Kilvington, 2011; Polo et al., 2015) i 
Filtres de sorra (Elliott et al., 2008; Palmateer et al., 1999). 
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 Figura 9. Reduccions logarítmiques de microorganismes segons tractament 
 
Per poder establir unes mesures i requeriments de qualitat, l’OMS va redactar una guia que 
estableix tres categories de HWTS segons la seva capacitat de reduir la càrrega microbiològica i 
els riscos derivats de l'exposició a agents patògens en l'aigua de beguda (Taula 11) (WHO, 
2011b).  
 
 
Patògens de 
referència  
pels models 
dosi-resposta 
Concentració 
microorganismes 
per litre  
assumida pels 
càlculs de risc 
LRV requerides 
Interina Protectora 
Altament 
Protectora 
Bacteris 
Campylobacter 
jejuni 
1 
Ha de 
complir el 
nivell de 
protectora 
per dos tipus 
de micro-
organismes 
>2 >4 
Protozous Cryptosporidium 0,1 >2 >4 
Virus Rotavirus 1 >3 >5 
Taula 11. Classificació de nivells de protecció dels HWTS segons LRV per patogen (WHO, 2011b) 
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1.6.2.1.  Filtres d’Aigua Ceràmics 
Els Filtres d’Aigua Ceràmics han estat promoguts per agències internacionals en els darrers 
anys i han guanyat popularitat com a HWTS gràcies a múltiples factors: la seva eficiència 
intrínseca de reduir la càrrega microbiològica de l’aigua; es poden produir localment 
incrementant la seva sostenibilitat ambiental i econòmica; i són àmpliament acceptats 
culturalment. En l'actualitat, el model més extensament distribuït de la producció local dels 
Filtres d’Aigua Ceràmics es basa en un disseny desenvolupat el 1981 pel Dr. Mazariegos de 
l'institut d'investigació industrial de Guatemala ICAITI (Instituto Centro Americano de 
Investigación y Tecnología Industrial) i recentment actualitzat pel Grup de Treball de Fabricació 
Ceràmica (The Ceramics Manufacturing Working Group, 2011). Des de 1998 l’ONG "Potters for 
Peace" ha treballat per formar comunitats i organitzacions de tot el món a fabricar i distribuir 
els seus filtres localment per preus entre 5-15 US dollars. Actualment hi ha al voltant de 40 
fabriques en funcionament arreu del món (Potters for Peace, 2016). El filtre sembla un simple 
test de ceràmica. Aquests testos estan suspesos en contenidors que poden ser de ceràmica o 
plàstic d’una capacitat de 50 litres. L’aigua s’introdueix al test i s’escola per gravetat a través 
del filtre, s’acumula al contenidor on es pot accedir a l’aigua tractada a través d’una petita 
aixeta (Figura 10). 
Els filtres estan fets amb mà d’obra i materials locals, típicament argila, aigua i un material 
orgànic com serradures, farina, closques d’arròs o gra de cafè triturats. L’argila ha de provenir 
d’una font d’extracció consistent per una producció estandarditzada, ha de tenir una 
composició adequada que li atorgui plasticitat i que tingui una temperatura de sinterització al 
voltant dels 900 °C. L’argila una vegada 
obtinguda, s’ha d’assecar i tamisar per 
obtenir pols d’entre 0.6 i 0.7 mm. El 
material orgànic s’ha de triturar i tamisar 
per obtenir trossos entre 0.25 i 0.6 mm. 
Aquests dos compostos s’hauran de 
barrejar en sec a una proporció de pes 1:3 
de matèria orgànica : argila. Obtinguda la 
barreja s’afegirà aigua fins a aconseguir la 
textura optima per emmotllar el test i 
deixar assecar abans de coure. Una 
vegada el test està ben sec, entrarà al forn 
de cocció que farà una combustió lenta Figura 10. Esquema Filtres d'Aigua Ceràmics 
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(≈8h) fins a arribar als 990 °C en atmosfera oxidant on tota la matèria orgànica haurà estat 
cremada i l’argila sinteritzada. Sortint del forn es realitza un test de flux que seleccionarà els 
filtres aptes si filtren 1-2 L/h. Finalment, els filtres són impregnats amb 300 mL d’una solució 
de plata col·loïdal (concentració d’1 g/L) que presenta activitat bactericida de la plata i 
impedeix el creixement de biofilm a la paret del filtre (Figura 11) (The Ceramics Manufacturing 
Working Group, 2011). 
 
Figura 11. Materials i producció dels Filtres d’Aigua Ceràmics 
Els mecanismes de desinfecció descrits d’aquesta tecnologia consisteixen en la combinació de 
l’exclusió per mida i adsorció a la paret del filtre i el temps de contacte amb la plata col·loïdal. 
La porositat absoluta avaluada dels filtres és al voltant del 40%, la mida mitjana de por de 8.18 
µm (0.02-490 µm) i la velocitat de transport de 0.05 cm/min (Oyanedel-Craver and Smith, 
2008). Considerant la mida dels porus podem assumir que gran part dels protozous i bacteris 
quedaran retinguts al filtre i per tant, l’efecte d’exclusió/adsorció per separat al de la plata té 
una eficàcia desinfectant significant descrita al voltant de 2 logaritmes (van Halem, 2006). La 
plata col·loïdal, tot i no estar definit ben bé el seu mecanisme, aplicada a la superfície porosa 
del filtre s’ha associat a una major reducció de càrrega bacteriana de fins a 7 logaritmes 
(Bloem et al., 2009; van Halem, 2006), però no s’ha observat cap efecte sobre la reducció dels 
virus assajats (Brown and Sobsey, 2010). El resum dels estudis que han avaluat l'eficiència 
desinfectant de microorganismes mitjançant els Filtres d'Aigua Ceràmics està presentat en la 
Taula 12. 
L’eliminació de virus pels Filtres d’Aigua Ceràmics ha estat avaluada principalment amb 
bacteriòfags com l’MS2. Van Halem va trobar reduccions per MS2 de 0.6-0.9 logaritmes 
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després de 5 setmanes, el que va augmentar a 1.1 a 1.8 després de 13 setmanes amb plata 
impregnada als filtres (van Halem, 2006). Les proves amb aigua desionitzada van mostrar una 
baixa reducció de 0.21 i 0.45 d’MS2 (Salsali et al., 2011). Altres (Brown and Sobsey, 2010) 
utilitzant l'aigua de pluja i l'aigua de superfície van trobar una reducció de 1.4 i 1.3 logaritmes 
per MS2 respectivament. En un estudi utilitzant microesferes de mida de virus de 0.02 i 0.1 
mm el LRV va ser molt variable que oscil·la entre 0.43 i 2.4 (Bielefeldt et al., 2010). Així doncs, 
l’eficiència en l’eliminació de virus de l’actual model de Filtres d’Aigua Ceràmics és inferior als 
3 logaritmes que les guies de l’OMS estableixen per designar-lo un tractament protector 
(WHO, 2011b). 
 
 
Microorganisme LRV
a
 Matriu Estat del filtre Referència 
Bacteris 
E. Coli CN13 2.2 Aigua de pluja Després >600 L filtrats (Brown and Sobsey, 2010) 
E. Coli CN13 2.3 Aigua de superfície Després >600 L filtrats (Brown and Sobsey, 2010) 
E. Coli K12 6.55 Aigua de canal Després 12 set. d'ús (van Halem, 2006) 
E. Coli K12 4.5 Aigua de l'aixeta Nou (Bielefeldt et al., 2009) 
E. Coli K12- WR1 1.2 Aigua de canal Després >300 L filtrats (van der Laan et al., 2014) 
Protozous 
Clostridium oocyst 4.3 Aigua de canal Després 12 set. d'ús (van Halem, 2006) 
Cryptosporidium parvum 4.6 Aigua filtrada Nou (Lantagne, 2001) 
Giardia Lambia cysts 4.3 Aigua filtrada Nou (Lantagne, 2001) 
Virus 
MS2 1.24 Aigua de canal Després 13 set. d'ús (van Halem, 2006) 
MS2 0.29 Aigua desionitzada Nou (Salsali et al., 2011) 
MS2 1.4 Aigua de pluja Després >600 L filtrats (Brown and Sobsey, 2010) 
MS2 1.3 Aigua de superfície Després >600 L filtrats (Brown and Sobsey, 2010) 
MS2 0.6 Aigua de canal Després >300 L filtrats (van der Laan et al., 2014) 
a. Valor de Reducció Logarítmica "Logarithm Reduction Value" (LRV) 
Taula 12. Eficiències de la desinfecció en aigua de microorganismes per Filtres d'Aigua Ceràmics 
 Pel que fa a la qüestió de la retenció viral en les estructures de fang, a la literatura trobem 
diferents aproximacions per millorar l'eliminació de virus. Hi ha diversos estudis que mostren 
com els virus en suspensió s’uneixen a partícules i superfícies carregades positivament, 
especialment els òxids metàl·lics i altres materials carregats positivament presents en el medi 
ambient, com ara argiles que són riques en òxid de ferro (Gerba, 1984; Landry et al., 1979; 
Loveland et al., 1996; Zhuang and Jin, 2003). 
Brown i Sobsey (Brown and Sobsey, 2009) van descriure com els òxids metàl·lics com ara el α-
FeO (goethita), Fe3O4 (magnetita), Fe2O3 (hematites) i Al2O3 (alúmina) , elements presents a 
l’argila, a altes concentracions podien capturar eficaçment a bacteriòfags en solució (fins a 8 
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logaritmes), tot i que no van provar aquestes composicions d’argila en filtres cuits. Altres han 
mostrat que amb l’addició d’òxid de magnesi als filtres ceràmics (MgO) s’incrementa 
l’eliminació viral, malgrat que el rendiment esdevé molt variable a mesura que passa el temps 
d’ús, i per tant no compleix amb els requisits establerts per tractament segur d’aigua de 
beguda (Michen et al., 2013). 
Altres factors relacionats amb les interaccions hidrofòbiques, el medi ambient i la química de 
superfície també podrien ser importants en l'adsorció de virus i la seva inactivació. S'ha descrit 
que la cocció ceràmica en atmosfera reductora té un efecte sobre la càrrega superficial de la 
peça i per tant pot tenir un efecte sobre la retenció viral (Wegmann et al., 2008). El canvi del 
punt isoelèctric (IEP) a càrrega positiva fa que aquest material pugui ser utilitzat en forma de 
filtre d'adsorció de virus tenint en compte que els virus entèrics tenen una càrrega superficial 
neta negativa (Michen and Graule, 2010).  
Aquest tema ha estat un objectiu de la tesi: avaluar l'aplicabilitat i eficiència en l’eliminació de 
virus amb filtres ceràmics d'alta composició amb òxids minerals o cuits en atmosfera reductora 
que siguin fàcils d’implementar en àrees de limitat accés a fonts d’aigua potable. 
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1.6.2.2. Sobres de floculació-cloració  
Els sobres de floculació-cloració, "Flocculation-Chlorination Sachets" (FCS) són preparacions 
comercials que combinen agents floculant i sals de clor. Aquest tractament combinat ha estat 
promogut per superar les limitacions del clor davant d’aigües tèrboles, que molt sovint són 
l’única font d’aigua disponible després de desastres naturals i inundacions (WHO, 2003). Els 
FCS serveixen per tractar entre 5 i 20 litres d’aigua i incorporen passos com la floculació, 
sedimentació i cloració, habituals en les plantes de tractament d’aigua potable (Figura 12). 
El Centre de Desenvolupament i Enginyeria de l’armada americana (U.S. Army Natick Research) 
l’any 1987 va desenvolupar un producte que permetés purificar l’aigua d’alta terbolesa. El 
resultat van ser unes pastilles anomenades Chlor-Floc produïdes per Control Chemical 
Company, combinaven NaDCC (compost clorat) amb propietats floculants (propietat 
comercial) que ajudaven a aclarir l’aigua (Powers et al., 1994). El 2008 va ser formulat en 
sobres sota el nom de WaterMakerTM Water Purification Techonology i validat per UNICEF per 
la seva utilització en ajuda humanitària (UNICEF, 2008). 
D’altra banda,  Proctor & Gamble Company en col·laboració amb Centers for Disease Control 
and Prevention (CDC) van desenvolupar i avaluar el preparat amb el nom de PUR® Purifier of 
Water que es van popularitzar després de la seva promoció durant la intervenció d’ajuda 
humanitària a Haití per les inundacions post huracà Jeanne del 2004 (Colindres et al., 2007). El 
producte és una petita bosseta que conté sulfat ferrós en pols (floculant) i CaOCl (compost 
clorat). 
 
Figura 12. Procediment d’ús de les preparacions comercials de Floculació-Cloració 
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L’eficiència de desinfecció al laboratori ha estat estudiada per diferents autors i les dades 
descrites es resumeixen en la Taula 13. Alts nivells de desinfecció són reportats per bacteris i 
virus, sent més limitada la seva capacitat d’eliminar protozous a causa de la baixa eficiència del 
clor per aquest grup de microorganismes (Souter et al., 2003). 
 
Estudis cas-control en poblacions de zones rurals han mostrat una reducció en la incidència de 
diarrea dels usuaris dels FCS respecte als usuaris control del 40% a Guatemala (Chiller et al., 
2006) i del 25% en un altre estudi a Kènia (Crump et al., 2005). 
 
 
Microorganisme LRV Matriu 
Preparació 
Comercial 
Referència 
Bacteris 
Vibrio cholerae 8 Aigua superficial PUR (Souter et al., 2003) 
Vibrio cholerae 7.5 Aigua dura Chlor-Floc (Rodda et al., 1993) 
Salmonella typhi 8 Aigua superficial PUR (Souter et al., 2003) 
Salmonella typhi 8 Aigua dura Chlor-Floc (Rodda et al., 1993) 
Escherichia coli 5.5 1:10 aigua residual: pou PUR (McLennan et al., 2009) 
Escherichia coli E25 7 Aigua dura Chlor-Floc (Kfir et al., 1989) 
Enterococcus 4.5 1:10 aigua residual: pou PUR (McLennan et al., 2009) 
Clostridium 2.5 1:10 aigua residual: pou PUR (McLennan et al., 2009) 
Escherichia coli 5.5 1:10 aigua residual: pou PUR (McLennan et al., 2009) 
Protozous 
Cyrptosporidium parvum 4.01 Aigua superficial PUR (Souter et al., 2003) 
Giardia lambia 3.55 Aigua superficial PUR (Souter et al., 2003) 
Giardia muris  3 Aigua crua Chlor-Floc (Hamilton and Jackson, 1990) 
Virus 
Poliovirus 6.8 Aigua superficial PUR (Souter et al., 2003) 
Poliovirus 2.5 Aigua superficial Chlor-Floc (Powers et al., 1994) 
Poliovirus 5 Aigua dura Chlor-Floc (Kfir et al., 1989) 
Rotavirus 7.9 Aigua superficial PUR (Souter et al., 2003) 
Rotavirus 4 Aigua superficial Chlor-Floc (Powers et al., 1994) 
Rotavirus 6.5 Aigua dura Chlor-Floc (Rodda et al., 1993) 
Coliphage V1 5 Aigua dura Chlor-Floc (Kfir et al., 1989) 
Somatic coliphages 1 1:10 aigua residual: pou PUR (McLennan et al., 2009) 
a. Valor de Reducció Logarítmica "Logarithm Reduction Value" (LRV) 
Taula 13. Eficiències de la desinfecció en aigua de microorganismes per sobres de floculació-cloració 
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2. Objectius 
 
L’objectiu general plantejat en aquesta tesi és contribuir a millorar el control de la qualitat de 
l’aigua de beguda per reduir el risc de malalties infeccioses especialment en els contexts 
d’ajuda humanitària. La primera part consta de l’avaluació de la contaminació fecal en aigües 
utilitzades com a fonts d’aigua potable en contexts d'ajuda humanitària: a l’àrea metropolitana 
de Port-au Prince, Haití, després del terratrèmol 2010 i en els camps de refugiats de Maban, 
Sudan del Sud, durant l’epidèmia causada pel VHE l’any 2013. En segon lloc el 
desenvolupament de nous filtres d’aigua ceràmics per la reducció de virus contaminants. I 
finalment, l’estudi sobre la reducció del Virus de l’Hepatitis E davant processos de desinfecció.  
Els objectius específics són: 
1. Avaluar la presència de virus entèrics en aigües superficials i fonts d’aigua de beguda 
en zones afectades per emergència humanitària en context urbà (Port-au-Prince, Haití, 
post-terratrèmol, 2010) i en context rural (Camps de refugiats del Sudan del Sud, 
2013). 
 
2. Dissenyar i desenvolupar nous prototips de filtres d'aigua ceràmics més eficients en 
l'eliminació de virus entèrics de l’aigua de beguda, respectant la sostenibilitat de la 
producció en àrees sense accés a fonts d’aigua potable. 
 
3. Desenvolupar sistemes de cultiu del Virus de l’Hepatitis E utilitzant tècniques d’infecció 
en cultiu cel·lular i tècniques de transfecció. 
  
 
4. Estudiar l'efectivitat del tractament de desinfecció per radiació UV en la inactivació del 
Virus de l'Hepatitis E en aigua. 
 
5. Estudiar l'efectivitat de les preparacions de Floculació - Cloració en la reducció de virus 
d’ARN en aigua. 
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3. Publicacions 
 
3.1. Llistat de publicacions 
 
La present tesi està constituïda per les publicacions detallades a continuació: 
 
 Guerrero-Latorre L, Rusiñol M, Hundesa A, Garcia-Valles M, Martinez S, Joseph O, 
Bofill-Mas S, Girones R. Development of improved low-cost ceramic water filters for 
viral removal in the Haitian context. Journal of Water, Sanitation and Hygiene for 
Development 2015 Març; 5(1):28-38. doi: 10.2166/washdev.2014.121 
 
 Guerrero-Latorre L, Hundesa A, Girones R. Transmission sources of waterborne 
viruses in South Sudan refugee camps. CLEAN – Soil, Air, Water. Publicat online 2016 
Març. doi: 10.1002/clen.201500358. 
 
 Guerrero-Latorre L, Gonzales-Gustavson E, Hundesa A, Sommer R, Girones R. UV 
disinfection and flocculation-chlorination sachets to reduce hepatitis E virus in drinking 
water. International Journal of Hygiene and Environmental Health. Publicat online 
2016 Abril. doi: 10.1016/j.ijheh.2016.04.002 
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3.2. Informe de coautoria 
 
 Guerrero-Latorre L, Rusiñol M, Hundesa M, Garcia-Valles M, Martinez S, Joseph O, 
Bofill-Mas S, Girones R. Development of improved low-cost ceramic water filters for 
viral removal in the Haitian context. Journal of Water, Sanitation and Hygiene for 
Development 2015 Mar; 5(1):28-38. doi: 10.2166/washdev.2014.121 
 
L'estudi és el resultat de dos projectes de cooperació en col·laboració d'Intermon 
Oxfam. El primer projecte va ser part de la resposta d'ajut humanitari post terratrèmol 
2010 i un altre de cooperació interuniversitari entre la Universitat de Barcelona i la 
Universitat de Quisqueya, Haití.  En ambdós la doctoranda va participar activament en 
el disseny experimental, desenvolupament de prototips i la realització dels mostrejos a 
terreny i anàlisis de laboratori juntament amb els altres coautors. Addicionalment la 
doctoranda ha escrit el manuscrit sota la supervisió de la seva directora de tesis. 
 
 Guerrero-Latorre L, Hundesa A, Girones R. Transmission sources of waterborne 
viruses in South Sudan refugee camps. CLEAN – Soil, Air, Water. Publicat online 2016 
Març. doi: 10.1002/clen.201500358. 
 
L'estudi és part del projecte WADHE (Water Disinfection Protocols for Hepatitis E Virus) 
en el que la doctoranda va participar activament del disseny experimental, mostreig a 
terreny i anàlisis de laboratori juntament amb els coautors.  Aquest treball es va 
realitzar en col·laboració de Metges Sense Fronteres-Holanda a l’abril del 2013 durant 
una epidèmia causada pel VHE als camps fronterers de Sud Sudan amb Sudan. La 
doctoranda va realitzar el mostreig i organitzar el transport de mostres als laboratoris 
de Barcelona per la seva anàlisis. Finalment la doctoranda ha escrit el manuscrit sota la 
supervisió de la seva directora de tesis. 
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 Guerrero-Latorre L, Gonzales-Gustavson E, Hundesa A, Sommer R, Girones R. UV 
disinfection and flocculation-chlorination sachets to reduce hepatitis E virus in drinking 
water. International Journal of Hygiene and Environmental Health. Publicat online 
2016 Abril. 
 
L'estudi és part del projecte WADHE (Water Disinfection Protocols for Hepatitis E Virus) 
en el que la doctoranda va participar activament del disseny experimental i anàlisis de 
laboratori juntament amb els coautors.  Els estudis de desinfecció amb radiació UV 
part d’aquest treball es va realitzar en col·laboració del Institut d’Higiene i 
Immunologia aplicada de Viena dirigit per la Dra. Regina Sommer. La doctoranda va 
realitzar els treballs de cultiu i infectivitat per la descripció de l’estabilitat del VHE 
després del tractament per radiació UV i sobres floculació-cloració. Finalment la 
doctoranda ha elaborat el manuscrit sota la supervisió de la seva directora de tesis. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Signat, 
 
 
Dra. Rosina Girones Llop 
Barcelona, Abril 2016 
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3.3. Informe sobre el Factor d'Impacte 
  
Els treballs que formen part de la present tesis, han estat publicats o sotmesos en 
revistes científiques de la línia de recerca rellevants per a la línia d'investigació en la 
qual la doctoranda ha participat al llarg de la seva tesis. 
 
 
L'article "Development of improved low-cost ceramic water filters for viral removal 
in the Haitian context" s'ha publicat a la revista Journal of Water, Sanitation and 
Hygiene for Development l'any 2015. L'índex d'impacte d'aquesta revista al 2014 era 
de 0.54 (Q3 water science and technology). 
L'article "Transmission sources of waterborne viruses in South Sudan refugee camps" 
ha estat publicat a a revista CLEAN – Soil, Air, Water l'any 2016. L'índex d'impacte 
d'aquesta revista al 2014 era de 2.00 (Q1 water science and technology). 
L'article " Disinfection strategies for drinking water in Hepatitis E Virus risk and 
endemic areas" ha estat publicat a la revista International Journal of Hygiene and 
Environmental Health (l'índex d'impacte al 2014 va ser de 3.75, (Q1 Public Health, 
Environmental and Occupational Health). 
 
 
 
 
 
Signat, 
 
 
 
Dra. Rosina Girones Llop 
Barcelona, Abril 2016 
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4. Articles 
4.1. Article 1: Desenvolupament de Filtres d'Aigua Ceràmics per 
l'eliminació de virus en el context Haitià  
 
Resum 
 
Els Filtres d'Aigua Ceràmics s'utilitzen per tot el món com a tractament d'aigua a nivell 
domiciliar per millorar la qualitat de l'aigua. Són una tecnologia sostenible i estan segons les 
recomanacions de l'OMS compleixen amb els rendiments desinfectants per bacteris i 
protozous, però les eficiències d'eliminació virals descrites fins ara són insuficients per reduir 
significativament el risc associat d'infecció viral. 
Amb l'objectiu de millorar els rendiments d'eliminació virals de filtres d'aigua de ceràmica en 
aquest estudi s'han desenvolupat i avaluat nous prototips amb diferents composicions d'òxids i 
atmosferes de cocció. L'eficiència dels prototips va ser avaluada per adenovirus humans, el 
bacteriòfag MS2 i l'Escherichia coli.  
Un nou model cuit en atmosfera reductora va presentar una reducció de virus i bacteris 
superiors a 3 i 2 logaritmes respectivament, complint així, amb els llindars protectors 
recomanats per l'OMS. La caracterització de la ceràmica d'aquests prototips seleccionats, cuits 
en atmosfera reductora, va mostrar que tenien una major superfície específica respecte a la 
dels filtres control i una major fracció positiva de Z potencial, diferencies que expliquen 
augment en l'eliminació de virus. 
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4.2. Article 2: Fonts de transmissió de virus entèric en camps de 
refugiats del Sudan del Sud 
 
Resum 
 
El Virus de l'hepatitis e (VHE) és un virus emergent causant de diversos brots d'hepatitis aguda 
principalment a Àsia i Àfrica, causant epidèmies de mitja i gran escala amb una mortalitat 
atípicament incrementada en les dones embarassades. Els brots causats pel VHE són associats 
normalment amb una font d'aigua potable contaminada. Un brot recent VHE (2012-14) al 
Sudan del Sud ha afectat més de 10000 persones.  
Aquest estudi va avaluar diferents matrius d'aigua i aliments durant l'última fase d'aquest brot 
mitjançant l'anàlisi de VHE i adenovirus humà (HAdV) com a indicador de contaminació viral 
humana en dos camps de refugiats afectats per l'epidèmia: els camps de Batil i Jamam, amb un 
mostreig ambiental puntual a l'Abril de 2013.  
Els resultats van revelar que les fonts d'aigua analitzades van ser negatius i que només les 
mostres de llars presentaven contaminació fecal per HAdV, identificant així una possible ruta 
de transmissió viral dins de la població. 
  
Articles 
68 
 
 
Articles 
69 
 
  
Articles 
70 
 
 
Articles 
71 
 
  
Articles 
72 
 
 
Articles 
73 
 
 
Articles 
74 
 
 
Articles 
75 
 
4.3. Article 3: Desinfecció per radiació UV i per sobres de floculació-
cloració del Virus de l’Hepatitis E en aigua 
 
Resum 
 
El Virus de l'hepatitis E (VHE) és una causa important de brots d'origen hídric en zones de baix 
nivell de sanejament. El proveïment d'aigua potable és clau per prevenir brots causats pel VHE, 
per això és necessari tenir dades sobre l'eficàcia dels tractaments de desinfecció sobre aquest 
patogen. 
En aquest treball es va avaluar la capacitat de la radiació UV i els sobres de floculació-cloració 
per reduir el VHE en matrius d'aigua. La soca del VHE-p6-kernow es va multiplicar en la línia 
cel·lular HepG2/C3A, es va quantificar el nombre de genomes usant qRT-PCR i es va mesurar la 
infectivitat usant un assaig d'immunofluorescència (IFA).  
Els assajos d'irradiació UV usant radiació de baixa pressió van demostrar unes cinètiques 
d'inactivació pel VHE de 99.99% amb una radiació d'UV de 232 J/m2 (IC del 95%, 195.02-
269.18). Per altra banda, els sobres de floculació-cloració redueixen significativament les 
concentracions virals, tot i que els resultats d'inactivació estan per sota el llindar de reducció 
protector (4.5 logaritmes de reducció) proposat per l'OMS.  
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5. Discussió 
Les malalties atribuïdes a la mala qualitat de l'aigua, la falta d'higiene i sanejament són una de 
les majors causes de morbiditat i mortalitat en els nens/es menors de cinc anys en els països 
de baixa i mitjana renta, on causen més morts de nens/es que el VIH, la malària i el xarampió 
conjuntament (Black et al., 2010). Els virus entèrics són els principals agents etiològics de 
diarrea i hepatitis agudes, sent la principal causa d'aquestes malalties en països de baixa renta 
(Huilan et al., 1991; Kotloff et al., 2013). Per mitigar aquest impacte en salut les intervencions 
WASH tenen un paper clau, ja que segons estudis epidemiològics, redueixen en un 15-50% la 
incidència de malalties transmeses per l'aigua en països on el nivell de sanejament és baix 
(Clasen et al., 2015a; Fewtrell et al., 2005; Wolf et al., 2014). Tot i així, organitzacions 
internacionals han  reconegut la falta de tecnologies adaptades i la falta d’evidència científica 
en contextos d'ajuda humanitària per desenvolupar polítiques de prevenció i contingència en 
aquests particulars escenaris (Bastable and Russell, 2013). 
En aquesta tesi doctoral s’ha treballat en dues àrees de la virologia ambiental enfocades a 
l’ajuda humanitària. D’una banda, estudis ambientals amb l’anàlisi de la contaminació de virus 
entèrics en situacions de crisi humanitària: dins del context urbà post-terratrèmol a Port-au-
Prince, Haití, i en camps de refugiats en context rural al Sudan del Sud durant una epidèmia 
causada pel VHE. D’altra banda, s’ha treballat en estudis de desinfecció d’aigua a nivell 
domiciliar, desenvolupant un nou prototip de Filtres d’Aigua Ceràmics per reduir els virus 
contaminants en aigua de beguda i en processos de desinfecció de l'aigua amb la descripció de 
cinètiques de desinfecció del Virus de l’Hepatitis E estudiant tractaments amb radiació 
ultraviolada i sobres de floculació-cloració.   
Disseminació de virus en les aigües de la zona metropolitana de Port-au-Prince, Haití 
Haití té els nivells de sanejament i accés a l’aigua potable més baixos de l’hemisferi nord amb 
un 28% de la població amb accés a infraestructures de sanejament i un 58% amb accés a fonts 
d'aigua millorades (WHO and UNICEF, 2014). A la falta de programes nacionals per oferir accés 
als serveis bàsics d'aprovisionament d'aigua i sanejament, se li va sumar l'efecte agreujant del 
devastador terratrèmol l’any 2010 que va malmetre les ja limitades infraestructures existents 
(Gelting et al., 2013).  
En el primer capítol s'ha analitzat per primera vegada la presència de virus entèrics en les 
aigües urbanes de la capital d'Haití. El treball de mostreig i concentració durant l'estiu del 2011 
es va realitzar amb l'equip de la Universitat de Quisqueya, gràcies als fons d'un projecte de 
cooperació interuniversitari de la UB. Els resultats obtinguts en les mostres d'aigua de canal, 
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riu i pou recollides al Juliol 2011 a l'àrea metropolitana de Port-au-Prince, mostren alts nivells 
de contaminació fecal humana. Els resultats obtinguts en les aigües de canal pels indicadors 
virals d'origen humà (HAdV i  JCPyV) tenen valors similars als que trobem en aigües residuals 
urbanes amb concentracions de 105 i 103 CG/L respectivament (Bofill-Mas et al., 2006). Les 
aigües de riu analitzades mostraven una càrrega de contaminació fecal amb nivells de HAdV  al 
voltant de 103 CG/L, que reflecteixen la falta de sistemes de tractament d'aigua residual a la 
ciutat. La mostra d'aigua d'un pou públic al barri de Tabarre, que és utilitzat pel consum, situat 
al peu dels turons que envolten la ciutat, va presentar concentracions molt elevades de 
contaminació fecal humana amb nivells de 105 CG/L per HAdV i de 102 CG/L per JCPyV. Aquesta 
contaminació podria ser deguda a la mala protecció del pou i la infiltració subterrània de foses 
sèptiques descrita anteriorment a la ciutat (Emmanuel et al., 2009), segurament incrementada 
després del terratrèmol del 2010. A més, l'anàlisi de virus patògens en aquestes matrius van 
revelar la presència de  Norovirus Genogrup I i II a les aigües de canal i de riu, i d’adenovirus 
tipus 40 i 41, importants agents de gastroenteritis infantils. Estudis posteriors han mostrat, en 
concordança amb les dades de contaminació ambiental, l'alta prevalença de diarrees virals en 
infants a Haití (Charles et al., 2014). 
 
Nou model de Filtres d'aigua ceràmics millorats per la desinfecció de virus entèrics per Haití 
Aquest primer capítol de la tesi inclou, per altra banda, el desenvolupament d'un nou prototip 
de Filtre d'Aigua Ceràmic per millorar la seva capacitat d'eliminar els virus. L'actual model més 
utilitzat d'aquesta tecnologia de baix cost es produeix localment a desenes de països de baixa 
renta i redueix 6.5, 4.3 i 1.24 logaritmes per bacteris, protozous i virus respectivament (van 
Halem, 2006). Pel risc d'exposició a diferents grups de patògens, l’OMS recomana que 
aquestes tecnologies de desinfecció mostrin reduccions de 2 logaritmes per bacteris, 
protozous i 3 logaritmes per virus, amb el fi d'assegurar un bon nivell de qualitat 
microbiològica de l'aigua tractada (WHO, 2011b). 
L'estudi parteix del treball de Brown & Sobsey 2009 en el que ceràmiques modificades amb 
òxids minerals electropositius mostraven una alta capacitat d'absorbir virus en suspensió. En 
aquest treball el procediment experimental consistia a barrejar en aigua les argiles modificades 
en pols amb concentrats de bacteriòfags MS2  i phiX-174. Després de 30 minuts d'agitació se 
centrifugava i s'analitzava el contingut de virus al sobrenedant. Les argiles modificades amb 
Fe2O3 i Al2O3 absorbien 4.6 i 1.9 logaritmes per MS2 respectivament.  
Conclusions 
89 
 
Amb aquests antecedents previs, vam voler utilitzar els compostos òxids que havien mostrat 
altes adsorcions en suspensió i avaluar-los barrejats amb argila per produir filtres d'aigua 
ceràmics. 
Més d'un centenar de prototips a escala 1:2.5 van ser desenvolupats al taller d'en Josep Mates 
a Fonteta (Catalunya) amb diferents proporcions d'argila:matèria orgànica, diferents quantitats 
d'òxids afegits a la base d'una argila local i argiles haitianes amb diferents estils de cocció 
(atmosfera oxidant i reductora). L’anàlisi fisicoquímic de les peces realitzat per l'equip del 
Departament de Cristal·lografia de la UB van revelar com les ceràmiques cuites amb atmosfera 
reductora (anomenada ceràmica negra) tenien incrementada 3 vegades la superfície especifica 
respecte a la mateixa barreja cuita amb atmosfera oxidant, i a més, mitjançant estudis de 
potencial Z es va identificar una petita fracció electropositiva, prèviament observada en aquest 
tipus de ceràmica a la literatura (Wegmann et al., 2008). Els prototips de filtre d'aigua ceràmic 
van ser avaluats per filtració d'aigua artificial dopada amb E. coli, bacteriòfag MS2, HAdV2 i 
puntualment NoV. Els filtres control produïts per l'estudi com a models de referència, fets amb 
argila local sense plata col·loïdal i cuits en atmosfera oxidant, presentaven reduccions de 0.57 
per virus i 0.68 per bacteris, valors molt semblants a altres prèviament publicats (van der Laan 
et al., 2014). 
Els prototips en els quals s'hi havia afegit hematita (Fe2O3), magnetita (Fe3O4) o alúmina (Al2O3) 
no van mostrar diferencies significatives en reducció de virus respecte als filtres control, sent 
totes reduccions inferiors a un logaritme. Per altra banda, els prototips que havien estat cuits 
en atmosfera reductora, produïts amb argiles d'orígens diferents (Catalunya i Haití) 
presentaven reduccions de 3.25, 3.56 i 2.19 logaritmes per HAdV, NoV i MS2 respectivament. 
Aquesta important reducció de virus pot ser deguda a l’increment de superfície especifica o a 
l’augment d'electropositivitat obtingut amb aquest tipus de cocció. 
D'altra banda, es va avaluar, com a alternativa a la plata col·loïdal, l'efecte desinfectant d'una 
capa de grava ceràmica afegida a la base del filtre per incrementar la superfície de contacte. 
Els prototips amb la capa de grava aconseguien 2.9 logaritmes de reducció d'E. coli, valors 
inferiors als descrits amb plata col·loïdal però suficients per ser protectors segons els requisits 
de l’ OMS. 
Per completar l'estudi, es van produir prototips de filtres a escala real amb argila cuita en 
atmosfera reductora i amb una capa de 5 cm de grava. Els prototips a escala 1:1 seleccionats 
van ser monitoritzats durant més de 1000 litres d'aigua filtrada seguint les recomanacions de 
l’OMS per avaluar aquest tipus de tecnologies (WHO, 2011b). Durant el seguiment de llarga 
durada, els valors de reducció logarítmica van oscil·lar entre 2.5 i 4 per HAdV i MS2 i entre 1,5 i 
4 per E. coli.  
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Aquest nou prototip de Filtre d'Aigua Ceràmic a base de ceràmica negra i capa de grava 
aconsegueix complir amb els requeriments de tecnologies protectores establerts per l’OMS 
sense incrementar el cost del producte i sent fàcilment aplicable a fàbriques ja existents 
d'aquesta tecnologia.  
L'objectiu del projecte inicial amb el suport de Oxfam Intermon, era implementar en una 
darrera fase la producció dels filtres millorats a Haití (Artibonite) i avaluar el seu impacte en la 
salut. Tot i que no va arribar a implementar-se la producció a Haití, s'estudien altres contexts 
on podria dur-se a terme en un futur. 
Transmissió de virus entèrics en camps de refugiats del Sudan del Sud 
La circulació del Virus de l'Hepatitis E al Sudan ha estat documentada des dels anys 80 per 
diversos estudis (Boccia et al., 2006; Hyams et al., 1992; McCarthy et al., 1994; Rayis et al., 
2013). Els diversos conflictes polítics del país han mobilitzat forçosament milions de sudanesos 
a països veïns per refugiar-se del conflicte. Aquesta població refugiada en camps d'alta 
densitat i baixes condicions sanitàries han donat lloc a brots causats pel VHE a camps de 
refugiats del Txad, Etiòpia, RCA i Uganda (Browne et al., 2015; Escriba et al., 2008; Nicand et 
al., 2005; E H Teshale et al., 2010).  Després de la independència de Sudan del Sud l'any 2011, 
els conflictes per la demarcació de frontera i els pous de petroli presents a la zona, han estat 
assetjant a la població propera a la frontera amb Sudan i han causat un flux migratori de 
250.000 persones que es van establir als inicis del 2012 en diversos camps de refugiats a la 
regió nord del Sudan del Sud (UNHCR, 2015b).  
L'estudi del segon capítol de la tesi, té com a escenari l'epidèmia causada pel VHE als camps de 
refugiats del Sudan del Sud que va iniciar-se al Juny del 2012 i es va perllongar fins a finals de 
2013. La doctoranda va viatjar a l'abril del 2013 als camps de Batil i Jamam per realitzar un 
mostreig de diferents matrius d'aigua i aliments per intentar determinar les diferents vies de 
transmissió dels virus entèrics, analitzant HAdV i VHE. 
Segons les dades recollides per MSF-Holanda a les clíniques dels camps, l'increment de 
pacients que reportaven hepatitis aguda s'inicia a l'Agost 2012, amb un augment d'incidència, 
especialment al camp de Batil fins a arribar a atendre un màxim de 500 pacients/setmana al 
mes de Gener 2013. Des d'aleshores el nombre de casos va anar disminuint significativament i 
en el moment de la nostra visita per realitzar el mostreig ambiental el nombre de casos era 50-
70 pacients/setmana. 
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En el moment del brot causat pel VHE, l'aprovisionament d'aigua i sanejament dels camps era 
gestionat per ONGs: MSF al camp de Batil i Oxfam al camp de Jamam. Els sistemes de 
distribució d'aigua al camp de Batil consistien en 15 pous (9 de bombeig motor i 6 de bombeig 
manual) en els que es tractava l'aigua per cloració al punt de recollida per personal tècnic. En 
el camp de Jamam hi havia 2 pous principals que eren canalitzats a estacions de tractament i 
l'aigua clorada es distribuïa a diferents fonts repartides per tot el camp.  A més, en ambdós 
camps, existien basses d'aigua de pluja gairebé buides que s’utilitzaven per al bestiar i la 
neteja. 
Durant la campanya de mostreig que va tenir lloc en l'època seca, es van recollir mostres dels 
camps de Batil i Jamam d'aigua subterrània, superficial, a més d'aigua emmagatzemada en 
recipients domèstics per famílies que haguessin reportat més d'un cas d'hepatitis en el darrer 
mes. En afegit, mostres d'aliments manipulats en els domicilis estudiats van ser recollides per 
l’anàlisi de virus. Les mostres d'aigua es van concentrar a terreny pel mètode de filtració amb 
llana de vidre i posteriorment, concentrats i aliments van ser analitzats al nostre laboratori. 
El Virus de l'Hepatitis E no va ser detectat en cap mostra d'aigua ni aliments d'ambos camps. 
Els motius que poden explicar l'absència del VHE en mostres ambientals són per una part 
epidemiològics, i per l'altre ambientals. Considerant que el període d'incubació entre la 
ingestió del VHE i l'aparició de signes clínics és de 4 a 9 setmanes, i que la incidència reportada 
durant el període del mostreig i les setmanes posteriors era decreixent, podem assumir que el 
VHE ja no circulava en l'ambient de manera important. D'altra banda, a la regió d'estudi hi ha 
una estacionalitat climàtica molt marcada entre l’època de pluges (Juny - Setembre) i l’època 
seca (Desembre - Abril). Així doncs, el clima que hi havia durant del període de mostreig era de 
sequera extrema, sense precipitacions des de feia 8 mesos amb temperatures diürnes 
superiors als 50 °C. En aquestes condicions de temperatura, estudis previs han mostrat la 
reducció en infectivitat del VHE  (Emerson et al., 2005).  
Simultàniament a l'anàlisi del VHE vàrem estudiar també la presència d'adenovirus. Els 
adenovirus humans analitzats com indicadors de contaminació fecal humana no van ser 
detectats a cap mostra d'aigua subterrània probablement pel bon estat dels pous i la baixa 
filtració i escorrentia que hi havia en aquest període de sequera. En les mostres d'aigua 
superficials tampoc es van detectar indicadors fecals de contaminació humana, resultats que 
podrien explicar-se per les altes temperatures i alt nivell d’irradiació solar. 
Tot i no trobar indicadors de contaminació a les fonts d'aprovisionament d'aigua dels camps, 3 
de 4 mostres d'aigua emmagatzemada als domicilis analitzats al camp de Batil, i 2 de 4 al camp 
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de Jamam van resultar positius per adenovirus humans. A més una mostra d'aliments d'un 
domicili de Batil va ser també positiva per HAdV. Cap de les mostres d'aigua emmagatzemada 
tenia clor residual lliure al moment del mostreig. Aquest fet indica que en el transport i 
emmagatzematge pot haver-hi contaminació fecal humana i per tant, el risc de transmissió de 
virus per la via fecal-oral en aquests domicilis és important. 
Els resultats del nostre estudi concorden amb les troballes d'un estudi epidemiològic realitzat 
en el mateix escenari on el risc d'adquirir la infecció pel VHE estava incrementat a nivell 
domiciliar i no es va identificar una distribució focal dels casos (Epicentre, 2012). Així mateix, 
un estudi epidemiològic durant un important brot causat pel VHE al nord d'Uganda va revelar 
una forta associació entre conviure amb persones malaltes d'hepatitis i el risc d’adquirir la 
malaltia (Eyasu H Teshale et al., 2010). 
 
Els tractaments per cloració recomanats per les agències internacionals a concentracions de 
0.5 mg/L, han mostrat ser eficients per la inactivació de virus entèrics incloent el VHE (Baxter 
et al., 2007; Girones et al., 2014), tot i així, en el particular context dels camps del Sudan del 
Sud afectats per l’epidèmia d'hepatitis E, la cloració en el punt de recollida resultava en 
concentracions de 0.5-1.5 mg/L, però disminuïa ràpidament a una constant de 5E-03 
L/mg/min, observant en la majoria de casos nivells indetectables de clor lliure 10 hores 
després de la recollida (Ali et al., 2015). Això explica que a nivell domiciliar l'aigua 
emmagatzemada no presenti nivells protectors de clor lliure. 
La presència de virus indicadors de contaminació fecal humana a l'aigua emmagatzemada i als 
aliments suggereix la necessitat de reforçar les intervencions en els camps per monitoritzar i la 
qualitat microbiològica de l'aigua i incrementar la promoció de bones pràctiques higièniques 
per part de la població.  
Tot i així, cal considerar que els resultats d'aquest estudi ambiental està fortament condicionat 
a les condicions climàtiques pròpies del període de sequera i a la baixa incidència de casos 
reportada aleshores. Els riscos de contaminació fecal de fonts d'aigua i superficial i l’aparició 
de brots causats pel VHE després de pluges torrencials i inundacions en zones de baix 
sanejament està descrita en diversos estudis (Goumba et al., 2011; Ippagunta et al., 2007), i 
per tant s'hauria de reforçar el monitoratge ambiental de marcadors virals de contaminació 
humana en aquests períodes d'alt risc. 
 
Desinfecció en aigua del Virus de l’Hepatitis E 
En el capitol 3, es va estudiar tractaments de desinfecció del VHE dins el projecte Water 
Disinfection Protocols for Hepatitis E Virus (WADHE Project). Es va estudiar l’estabilitat del VHE 
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a diferents tractaments de desinfecció per tenir evidències experimentals que permetessin 
plantejar protocols estàndard d’actuació en contexts d’epidèmia. Les organitzacions que 
treballen en situacions d’emergència humanitària en el sector WASH tenen com a referència 
protocols propis d’actuació (Oxfam, MSF, UNICEF) o guies tècniques o protocols 
d’organitzacions internacionals (WHO, The Sphere Project). Abans de la realització d’aquesta 
tesi, en aquests protocols no s’especificava quines mesures s’haurien d’implementar en 
situacions d’epidèmia causada pel VHE excepte en el cas de MSF que suggereix el tractament 
amb radiació UV (MSF, 2010). Aquesta recomanació estava justificada per la sospita de què el 
VHE era resistent al tractament amb clor fruit de l’estudi cas-cohort realitzat durant l’epidèmia 
del 2004 a Sudan on hi havia una associació no significativa de consum d’aigua clorada a 
adquirir la infecció pel VHE (Guthmann et al., 2006). Posteriorment, al nostre laboratori es va 
descriure per primera vegada la cinètica d’estabilitat del VHE al tractament amb clor mostrant 
la susceptibilitat a aquest desinfectant químic amb Ct de 0.41 per la reducció de 2 logaritmes 
(Girones et al., 2014).  
En aquesta tesi s’han completat els estudis d’estabilitat del VHE amb la caracterització de les 
cinètiques d’inactivació per radiació ultraviolada i per sobres de floculació-cloració. 
La manca de sistemes de cultiu eficients pel VHE dificulta els estudis de desinfecció d'aquest 
important patogen (Johne, 2016). En aquesta tesi vam treballar amb la soca Kernow-C1 
originària d’un pacient crònic de la infecció causada pel genogrup 3 del VHE. Aquesta soca ha 
mostrat una capacitat de replicació incrementada amb la línia cel·lular HepG2/C3A (derivada 
de hepatoma humà) a causa de la inserció d’un gen ribosòmic en la ORF1 (Shukla et al., 2012). 
Tot i així la seva capacitat de produir suspensions virals d'alta concentració era limitada, tant 
en els experiments d’infecció comen els de transfecció per electroporació d’ARN obtingut amb 
el clon del genoma complet de HEV-kernow-p6. Els resultats dels cultius infectats per produir 
estocs del VHE obtenien sobrenedants de ≈104 CG/mL, observant un increment significatiu de 
títol només després de 50 dies post-infecció amb un màxim de 106 CG/mL. 
 
Desinfecció del VHE amb radiació ultraviolada  
La radiació UV és un tractament extensament utilitzat per l'aigua de beguda pel seu conegut 
efecte desinfectant sobre bacteris i protozous (Hijnen et al., 2006). En aquest estudi es va 
avaluar l’efecte de la radiació amb radiació ultraviolada sobre el VHE, utilitzant el bacteriòfag 
MS2 com a control de procés. Per aquest treball vam comptar amb la col·laboració de la Dra. 
Regina Sommer de la Medical University Vienna per realitzar les irradiacions de les suspensions 
víriques al seu laboratori. La inactivació dels virus va ser analitzada per assajos de qRT-PCR i 
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per assajos d'infectivitat utilitzant immunofluorescència (IFA). Les cinètiques obtingudes a 
partir de les dades d'infectivitat van mostrar una tendència lineal per ambdós virus.  
El bacteriòfag MS2 ha servit de referència i validació de les dosis de radiació UV aplicades a les 
suspensions virals, ja que la seva susceptibilitat al tractament per UV ha estat àmpliament 
descrita reduint 4 logaritmes amb radiacions ≈600 J/m2 (Calgua et al., 2014; De Roda Husman 
et al., 2004; Mamane-Gravetz et al., 2005).  
Per altra banda, les dades experimentals suggereixen que pel VHE una reducció de 4 
logaritmes s'aconsegueix amb radiacions entre 195-269 J/m2 (IC 95%). Aquests resultats 
concorden amb la ja coneguda sensibilitat  a la radiació UV de virus d'ARN com és el cas de 
Poliovirus i el Rotavirus que redueixen 3 logaritmes amb radiacions de 320 i 300 J/m2 
respectivament (Gerba et al., 2002; Li et al., 2009). Així doncs, les dosis de radiació UV 
recomanades pel tractament d'aigua de beguda (400 J/m2) semblarien optimes per reduir el 
risc associat a la contaminació pel VHE entre altres virus entèrics. 
A més, com prèviament s’ha descrit en l’estudi de Pecson et al. 2011, mostrem com utilitzant 
models matemàtics apropiats, les dades de qRT-PCR poden ser utilitzades per estimar la 
infectivitat del VHE en mostres tractades per radiació UV. Aquestes aproximacions són molt 
útils per continuar l'estudi d'estabilitat a llum UV de virus difícilment cultivables com és el cas 
del VHE i per desenvolupar estudis d'anàlisi de risc a partir de dades de concentració de còpies 
genòmiques del VHE. 
Les dades d'eficiència del tractament d'aigua de beguda amb radiació UV sobre el VHE descrita 
en aquest estudi, juntament amb l’eficiència de la cloració prèviament publicada (Girones et 
al., 2014), construeixen una bona base experimental per desenvolupar protocols d'actuació. En 
zones de risc de transmissió del VHE, les recomanacions pel tractament d'aigua de beguda i 
per tant per reduir el risc d'exposició,  haurien d'incloure com a primera opció la cloració o la 
radiació UV, ja que han mostrat assolir reduccions superiors als 4 logaritmes.  
 
Desinfecció del VHE amb sobres de floculació-cloració 
Les preparacions comercials de floculació-cloració són una tecnologia recentment aplicada en 
contexts d'ajuda humanitària per tractar l'aigua a nivell domiciliar, especialment pertinent 
davant d'inundacions on l'aigua disponible és d'alta terbolesa.  
Els estudis que trobem a la literatura sobre aquestes preparacions demostren una alta 
eficiència per eliminar bacteris i protozous (Rodda et al., 1993). No obstant això, els resultats 
que trobem sobre l'eliminació de virus són molt més diversos. Mentre un estudi demostrava 
logaritmes de reducció de 6.8 i 7.9 per poliovirus i rotavirus respectivament (Souter et al., 
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2003), un altre obtenia només 1 logaritme de reducció per colifags somàtics (McLennan et al., 
2009). 
L'objectiu d'aquest apartat de la tesi era, per tant, conèixer la susceptibilitat del VHE i el 
bacteriòfag MS2 a aquest tractament. Es van testar les dues preparacions comercials 
disponibles al mercat més utilitzades: WaterMaker™ (WM) i PUR Purifier of Water™ (PUR). I 
els assajos es van realitzar amb aigua de baixa terbolesa (<5 NTU) i amb aigua tèrbola (≈30 
NTU) separadament. 
Els resultats obtinguts indiquen que no hi ha diferències significatives entre les dues 
preparacions avaluades (PUR i WM). Les reduccions pel VHE no variaven significativament en 
les dues matrius d'aigua assajades i oscil·laven entre 0.8 i 1.6 logaritmes, tot i que els resultats 
observats només es basen en la quantificació genòmica a causa de la baixa concentració de 
l’estoc utilitzat i la poca sensibilitat dels assajos d'infectivitat (3.74E+04 CG/mL, 2.30E+01 
ffu/mL pre-tractament). 
El bacteriòfag MS2 va ser estudiat en qualitat de model substitut del VHE pels estudis 
d'infectivitat. Coneixem la seva mida (27 nm) i punt isoelèctric (3.5), a més de la seva 
susceptibilitat al clor (Ct 0.3)(Shin and Sobsey, 2008), propietats semblants a les descrites pel 
VHE i rellevants per tractaments de floculació i cloració. Els resultats obtinguts per aquest 
bacteriòfag mostren una reducció major després del tractament en els reactors de baixa 
terbolesa (3.37 LRV infectivitat, 3.22 LRV qRT-PCR) amb més d'un logaritme de diferència 
respecte a la matriu més tèrbola (2.33 LRV infectivitat, 1.34 LRV qRT-PCR). Aquest fet s'explica 
probablement per la major concentració de clor residual detectada en aquests reactors de 
baixa terbolesa al final del tractament.   
Tenint en compte els resultats presentats sobre l'eficiència dels sobres de floculació-cloració, 
podem dir que les reduccions descrites estan per sota el llindar de 4,5 logaritmes de reducció 
viral proposat per a l’OMS sobre l'eficàcia dels mètodes de tractament combinats (WHO, 
2011b). Per tant, en situacions de risc de transmissió del VHE s'hauria de recomanar un 
tractament addicional després l'utilització dels sobres de floculació-cloració (exposició llum 
solar o cloració) per garantir la correcta inactivació del VHE. 
Com a part del projecte WADHE, i d’acord amb les dades obtingudes sobre l'eficiència dels 
tractaments de desinfecció per reduir el VHE en aigua, es va elaborar conjuntament amb 
Oxfam Intermón una guia tècnica sobre les activitats WASH davant una epidèmia causada pel 
VHE (Annex II: Technical Brief Hepatitis E Outbreak Response). 
. 
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6. Conclusions 
 
1) Les aigües superficials i fonts de beguda de l’àrea metropolitana de Port-au-Prince, Haití, 
després del terratrèmol l'any 2010, presenten altes concentracions de virus transmesos per 
l'aigua. Es detecten adenovirus i norovirus humans, importants patògens causants de 
gastroenteritis.  
 
2) Un nou prototip de Filtre d’Aigua Ceràmic cuit en atmosfera reductora, millora l'eficiència 
d'eliminació de virus fins a 3 logaritmes, en compliment dels requisits de l'OMS per a aquestes 
tecnologies HWTS sense incrementar el cost del producte. 
 
3) El nou prototip de filtres és eficient amb argiles de diverses regions i es pot implementar en 
diferents àrees amb una producció sostenible que ajudi la economia local. A més, l'eliminació 
de plata col·loïdal redueix toxicitat i cost al producte. 
 
4) Els resultats de l’estudi ambiental als camps de refugiats del Sudan del Sud van revelar que, 
en el període estudiat al final del brot VHE i durant l’època seca, les fonts d'aigua eren 
negatives, i que les mostres d’aigua i aliments de les llars presentaven contaminació per HAdV, 
identificant d'una possible ruta de transmissió viral intradomiciliar. 
 
5) El Virus de l’hepatitis E (soca Kernow-C1-p6) replica en la línia cel·lular HepG2/C3A 
(hepatoma humà) obtenint increment significatiu en el títol només després de 50 dies post-
infecció amb un màxim de 106 CG/mL. 
 
6) Les dades experimentals obtingudes en els experiments d’inactivació del VHE per radiació 
UV indiquen que una reducció de 99,99% es pot aconseguir utilitzant radiacions relativament 
baixes que oscil·len entre 195-269 J/m2. Aquestes radiacions són inferiors a les normalment 
utilitzades en els sistemes de tractament per radiació UV (400 J/m2) 
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7) Una aproximació a l’eliminació de la viabilitat del virus de l’hepatitis e amb dades de qRT-
PCR després del tractament amb radiació UV es pot fer utilitzant el model descrit per Pecson et 
al. 2011 amb el valor del paràmetre c =  4.753. 
 
8) Els estudis sobre l'eficiència dels sobres de floculació-cloració indiquen que les reduccions 
pel VHE són entre 0.8 i 1.6 logaritmes tot i que els resultats observats només es basen en la 
quantificació genòmica. El bacteriòfag MS2 avaluat per a la infectivitat va mostrar LRV entre 
2.3 a 3.5. Aquests nivells d’eliminació viral estan per sota dels suggerits per l’OMS (4.5 LRV) per 
aquests tipus de HWTS. 
 
9) Els resultats dels estudis presentats donen l'evidència experimental necessària per preparar 
recomanacions en el tractament d’aigua en àrees susceptibles de tenir brots del virus 
d’hepatitis E. Aquestes recomanacions estan  disponibles en una guia elaborada per a agencies 
internacionals i són prioritzar l’ús de la cloració i la radiació ultraviolada pels sistemes de 
proveïment i pel que fa als HWTS, els sobres de floculació-cloració estudiats requeririen un 
tractament addicional per garantir la correcta inactivació de virus. 
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